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Utmutaté tajékoztatas

Rendeltetés

A T-Cell Xtend reagens rendeltetése teljes vérbél tisztitott T-sejtek preparadlasahoz vald
felhaszndlas. A reagens lehetévé teszi a limfocitdk laboratériumi izolalasat teljes vérbél,
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISPOT-modszerrel végzendd vizsgalathoz, a vénapunkciot
kévetéen akar 32 éraval.

Bevezetés

Az ELISPOT-technikak validaldsa 4ltaldban a vérmintaknak a vénapunkciotél szamitott 8 6ran belil
térténd feldolgozasara terjed ki. A vér kezelésének ez az idébeosztasa kihatassal lehet a
laboratériumi személyzetre és az eljarasokra azdltal, hogy korlatozza a teszt elvégzésének
munkafolyamatat. A T-Cell Xtend reagens beépitése az ELISPOT-folyamatba fokozott
rugalmassagot nyujt a laboratériumnak. A vérmintdk éjszakdn &t szallithatdk vagy tarolhaték
anélkll, hogy ez a T-sejtek funkcidjara vagy teljesitményére hatassal lenne.

A médszer elve

A T-Cell Xtend reagens segédeszkdzként valé alkalmazasaval a teljes vérbdl térténd limfocita-
elkilonités soran tokéletesithetd a tarolt mintdkon végzett ELISPOT-tesztek feldolgozasanak
logisztikaja. Az éjszakan &t tarolt teljes vérbdl izolalt T-sejtek ELISPOT-tesztben csdkkent valaszt
adnak az antigén-stimulaciora, elsésorban a periférialis vér mononuklearis sejt (PBMC) rétegében
jelen 1évé szennyezé sejtpopulaciék miatt. A T-Cell Xtend reagens bispecifikus monoklonalis
antitesteket tartalmaz, amelyek bizonyos kivélasztott fehérvérsejtek felszini markerei és a
vorosvértesteken talalhaté glikoforin-A ellen iranyulnak. A T-Cell Xtend reagens keresztkdtéseket
hoz létre bizonyos kivalasztott fehérvérsejtek és a vorésvértestek kdzott, ami ndveli e kivalasztott
sejtek slrlségét. Amikor sirliség-gradienst alkalmaznak a FICOLL™-extrakcié soran, a
kivalasztott fehérvérsejtek a PBMC-rétegtdl elkllonilve, a vordsvértestek rétegében maradnak.
Ekkor a ki nem valasztott sejtek, kdzottik a T-sejtek és az antigén-prezental6 sejtek a PBMC-
rétegben vannak. A vizsgalatok kimutattak, hogy az éjszakan &t tarolt vérbél a T-Cell Xtend
reagens felhasznalasaval preparalt T-sejtek funkcionalitasa a frissen vett vérbdl meghatarozottéval
Osszehasonlithaté.

Figyelmeztetések és dvintézkedések

1. Kizéarélag in vitro diagnosztikai alkalmazasra.

2. Kizardlag szakemberek altali haszndlatra; a felhasznaldkat ki kell képezni ennek az eljarasnak
a végzésére.

3. A vérmintakat potencialisan veszélyesnek kell tekinteni. Emberi eredetl anyagok kezelésénél
Ovatosan kell eljarni.

4. A teljesvér-mintdknak és a teszt komponenseinek felhaszndldsa, tarolasa és hulladékba
helyezése sordn a megfeleld nemzeti biobiztonsagi iranyelvekben vagy el6irdsokban
meghatarozott eljarasoknak megfeleléen kell eljarni.

5. A pipettazasra, a mosasi technikakra, valamint az inkubalasi idékre és/vagy hémérsékletekre
javasolt eljarasoktél valé barmilyen eltérés befolyasolhatja a teszt eredményét.

6. Ne gylijtse a vért sejtpreparalé csévekbe (Cell Preparation Tubes, CPT™, Becton Dickinson)
vagy EDTA-s vérvételi csdvekbe, mert ezek nem kompatibilisek a T-Cell Xtend reagenssel.

7. A teljesvér-mintdkat nem szabad hiteni vagy fagyasztani. A vérmintakat 10-25°C kozotti
hémérsékleten kell tarolni és szallitani.

8. A T-Cell Xtend reagenst a minta feldolgozasa el6tt kell a teljes vérhez hozzaadni.

9. A T-Cell Xtend reagenst ne higitsa és kdzvetlenll ne adjon hozzd mas komponenseket.

10. Vénasvér-mintak gyujtésére kizarolag egyszer hasznélatos csdveket hasznaljon.

11. Egyazon betegtél szarmazé mintdban ne vegyitsen 6ssze kilénbdzd gyartasi tételekbdl
szarmazé reagenseket.

12.  Alejarati id6én tul ne hasznalja.

13. Ne hasznadlja 32 6ranal hosszabb ideig tarolt teljesvér-mintahoz.

14. E termék felhasznalasakor alkalmazzon aszeptikus technikakat.

Mellékelt anyagok

A doboz tartalma:
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T-Cell Xtend monoklonalis antitest harom (3) db 2 ml-es csében.

Térolas és stabilitas

A T-Cell Xtend reagens felbontatlan csévei a dobozon feltlintetett lejarati id6 leteltéig 2-8 °C-on
tarolandok. A felnyitott és visszazart csbvek 2-8 °C-on tarolandok, és 12 héten beldl
felhasznalhatdk, hacsak kdzben a dobozon feltlintetett lejarati idd le nem telik.

Szlkséges, de nem mellékelt felszerelések és anyagok

1.

Heparinizalt vérvételi csévek.
FICOLL, vagy egyéb valaszthaté anyagok PBMC elvalasztasahoz, azaz Accuspin™ vagy
Leucosep csdvek.

3. Ha a PBMC-k izolalasa siriséggradiens-centrifugalasi médszerekkel térténik: legalabb 1800
RCF (g) el6éllitdséara, valamint a mintak szobahémérsékleten (18-25 °C) valo tartasara képes
centrifuga a PBMC-k izolalasahoz.

4. 2. biobiztonsagi szintl (BL 2) fllke (javasolt).

5. Pipettak és steril pipettahegyek.

6. ELISPOT kit.

Eljaras
Megjegyzés: A kovetkezo lépések a helyes laboratoriumi gyakorlat elveinek megfeleléen
végzendok:

1.  Gyljtse a teljes vért litium-heparinos vérvételi csdvekbe és tarolja legfeliebb 32 6ran at
10-25 °C-on.

2. Kozvetlenll a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISPOT-tesztben valé felhasznalast
megeléz6en adjon a begyijtétt teljes vérhez ml-enként 25 pl T-Cell Xtend reagenst: tavolitsa
el a gylijtécsd kupakijat, és pipettdzza a csébe a javasolt térfogati oldatot.

3. Helyezze vissza a kupakot és 8-10-szer 6vatosan forditsa fel, majd vissza a vérvételi csdvet.

4. Az T-Cell Xtend reagenst tartalmazd teljes vért inkubdlja 20 + 5 percig szobahémérsékleten
(18-25 °C).

5. FICOLL siriiséggradiens-centrifugalassal vagy egyéb valaszthato izolald6 médszerrel izolalja
a PBMC-frakciot.

6. Az ELISPOT kit gyart6ja altal megadott hasznalati utasitas szerint készitse el6 a PBMC-t az

ELISPOT-teszthez.

Megjeqyzés: Az egyes laboratériumoknak validalniuk kell a PBMC-k gy(ijtésére és
izolalasara szolgald eljarasaikat annak biztositasahoz, hogy elegendé legyen az
Osszegyljtott sejtek szama. A kdvetkezék betartasa javasolt:

e A vérmintak gydijtése litium-heparinos vérvételi csévekbe torténik, ezt kovetden a
PBMC-ket standard elvalasztasi eljarasokkal, példaul FICOLL siriiséggradiens
segitségével izolaljak. A PBMC-frakci6 tisztitdsahoz egyéb médszerek is
valaszthaték, példaul FICOLL oldattal elére betdltdtt Accuspin vagy Leucosep
csovek hasznalata.

e Szlkség esetén egy betegtél szarmazod sejtek dsszednthetdk, hogy a tébb csében,
parhuzamosan gyujtétt és feldolgozott vérbél elegendd szamu sejtet lehessen
nyerni.

Tipikus esetben, immunkompetens betegnél a teszt elvégzéséhez elegendé PBMC
nyerhetd a vénasvér-mintakbdl a kdvetkez6 iranyelvek szerint:

e Felndttek és 2 évesnél id6sebb gyermekek: egy db 6 ml-es litium-heparinos csé

e Gyermekek 2 éves korig: egy db 2 ml-es gyermek vérvételi csé

Reagenskészités

A T-Cell Xtend reagens hasznalatra készen kerll kiszerelésre. Reagenskészitésre nincs sziikség.
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Adja a T-Cell Xtend reagenst a mintahoz

T-Cell Xtend
Jelolés

Inkubalja 20 perceig A nem kivant sejtek antitest-komplexumokon
szobahdmeérsékleten ' keresztiil vorosvértestekhez kétédnek

Rétegezze a mintat FICOLL-PAQUE * PLUS folé

— FICOLL-PAQUE PLUS

e
¥
\

Centrifugalas

Leszivas

Plazma
Feldusitott sejtek
FICOLL-PAQUE PLUS ——
. i— Feldusitott sejtek

Vorosvértestek és
nem kivant sejtek

Kezdje meg az ELISPOT tesztet

1. abra: Vazlat annak bemutatasdra, hogyan illesztheté be a T-Cell Xtend reagens a tarolt/szallitott teljes vérrel végzett
ELISPOT-protokollba, a vénapunkcio utan legfeljebb 32 draval valo felhasznalashoz.
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Korlatozasok

1. A T-Cell Xtend reagens diagnosztikai segédeszkdz. A teszt eredményeit az alkalmazott
diagnosztikai teszt eredményeivel egyittesen kell értelmezni.

Min6ségellenérzés

A T-Cell Xtend reagens hazon bellli tesztelése nem mutatott szignifikdns csdkkenést a PBMC-
hozamban vagy a T-sejtpopulécidkban a vénapunkci6é utan 8 érandl rdvidebb ideig tarolt teljesvér-
mintak és a legfeliebb 32 6ra hosszat tarolt, T-Cell Xtend reagenssel kezelt teljesvér-mintak
O0sszehasonlitdsakor. Az egyes laboratériumok mindségellenérzési tevékenysége részeként
sejtszamlalé maddszereket kell tervezni és validalni a tesztrendszerhez elegendé mennyiségi
PBMC gyiijtésének biztositasara. Emellett a minéségellenérzésben pozitiv és negativ kontrollokat
is alkalmazni kell, amelyeket a T-sejtek vart teljesitményének biztositasara fejlesztettek ki a
relevans tesztrendszerben.

Teljesitmény-jellemz8ék

Klinikai vizsgalatokat folytattak teljesvér-mintaknak vénapunkciot kdveté 32 éran belili, a T-Cell
Xtend reagens sejtelkllonités el6tti hozzaadasaval és anélkil végzett ELISPOT-teszttel
(T-SPOT®. TB teszt) trténd végrehajtasara vonatkozoan.

A T-Cell Xtend reagens hozzaaddsaval és anélkil végzett klinikai vizsgalatok (3 helyen)

T-SPOT.TB teszteredményeinek altalanos megegyezése 96,6% (340/352) volt [95% Cl 94,1-
98,2%)]
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Probléma

Lehetséges ok

Lehetséges megoldas

Alacsony sejthozam

Leukopenia

Helytelen vérvétel

A vérvételi cs6 nem
szobahémérsékleti (18-25 °C)

A vér tarolasi hémérséklete

nem 10-25 °C

A vért a javasolt tarolasi idén
tal taroltak

Hasznalja fel még egy
vérvételi cs6 tartalmat

Ne hasznaljon sejtpreparald

csoveket (CPT, Becton
Dickinson) vagy EDTA
véralvadasgatlét  tartalmazo

vérvételi csoveket

A mintavétel el6tt varja meg,

amig a  vérvételi cs6
szobah&mérsékletre

melegszik

Ellenérizze, hogy a

vérszallitmany 10-25 °C

hémérsékleten van
GyUjtsdn masik vérmintat, és
ismételje meg a tesztet

Vordsvértest-szennyezddés

A vérvételi cs6 nem
szobahémérsékleti (18-25 °C)

Helytelen centrifugalas

A mintavétel el6tt varja meg,

amig a  vérvételi cs6
szobah&mérsékletre
melegszik

A centrifugalas idejét noévelje
30 percre

Ellenérizze, hogy a centrifuga
hitve van-e

Ellenérizze, hogy a centrifuga
fékje  mikoédoképes-e, és
biztositsa, hogy ezek a
lépések a gyartbnak a
FICOLL-gradiensen valé
elvélasztasra vonatkoz6
utasitasai szerint térténjenek.

Nincs elkllén(lé vagy jol
kivehetd mononuklearis
sejtréteg

A centrifuga kalibracioja hibas

A centrifuga sebessége tul
alacsony

A centrifugalas ideje tal révid

Hiperlipémias minta

Kalibraltassa a centrifugat

Novelje a centrifuga
sebességét 1500-1800 g-re

Novelje a centrifugalas
idétartamat 30 percre

Ehgyomri vérvétel

Ervénytelen eredmények

A mintakezelés szdmos hibgja
okozhat érvénytelen
eredményeket

Lasd fent
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Irodalmi hivatkozasok

1. NCCLs procedure H3 — A5, Procedures for the collection of diagnostic blood specimens by
venepuncture (Diagnosztikai vérmintak levételi eljardsai vénapunkcié Gtjan)

Jelmagyarazat

... elétt felhasznaland6 / Lejarati id6 (év-hénap-nap)
Gyartasi tétel szama

Kataldgusszam

Figyelem, lasd a hasznalati utasitast

Gyarté

,N” vizsgdlat elvégzéséhez elegendé

In vitro diagnosztikai eszkdz

Hémérsékleti korlatozas / ...-... "C kdzott tarolando
Nézze meg a haszndlati utasitasban
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