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Anvands vid insamling och separation av perifera mononukleara celler fran helblod

BIPACKSEDEL

For in vitro-diagnostik

Denna bipacksedel beskriver anvandningen av:

Leucosep™ ror (katalognummer: LTK.615)
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Avsedd anvandning

Leucosep-ror ar avsedda att anvandas vid insamling och separation av perifera mononukleéra
celler (PBMC) fran helblod. Réren underlattar separationen av PBMC fran helblod vid anvandning
av en polysackarid-baserad gradientseparationslosning, innan dessa celler anvands i ELISPOT-
analyser.

Inledning

ELISPOT-tekniker anvander T-celler i PBMC, vilka har separerats fran helblod. En metod fér
separation av  dessa celler kraver anvandning av en  polysackarid-baserad
gradientseparationsldésning. Denna procedur omfattar ett antal steg som ska genomféras med
omsorg for att sakerstalla optimala resultat. Anvandningen av Leucosep-rdr minskar antalet steg,
gor proceduren robustare och minskar den tid som kravs for att genomféra separationsproceduren.

Metod

Leucosep-ror har utvecklats for att fa optimal separation av PBMC fran humant helblod med hjalp
av densitetsgradientcentrifugering. Leucosep-rér bestar av en pords barridr i ett genomskinligt
polypropenror. Denna biologiskt inerta barridar bestar av polyeten av hdg kvalitet. Leucosep-ror
eliminerar den tidskrdvande och modosamma skiktningen av provmaterialet ovanpa en
polysackarid-baserad  gradientseparationslésning.  Antikoagulerat helblod blandas med
odlingsmedier och hélls sedan i Leucosep-roéren. Den pordsa barriaren forhindrar att blodet blandas
med separationsmediet. Vid centrifugering separeras PBMC fran odnskade erytrocyter pa grund av
olika densitet och samlas i gransskiktet ovanfor separationsmediet. Nar separationen ar klar
forhindrar barriaren att PBMC-skiktet aterkontamineras nar det avlagsnas.

Varningar och forsiktighet

1. Endast for in vitro-diagnostik.

2. Endast for professionell anvandning; laboratoriepersonalen maste ha fatt utbildning i metoden.

3. Blodproverna ska betraktas som potentiellt riskmaterial. Forsiktighet ska iakttas vid hantering
av material med humant ursprung.

4. Hantering av helblodprover och analyskomponenter i samband med anvandning, férvaring och
avfallshantering ska ske i enlighet med de rutiner som anges i tilldmpliga nationella
sakerhetsanvisningar eller sdkerhetsregler for biologiskt riskavfall.

5. Alla avvikelser fran rekommenderade pipetteringsmetoder, tvattekniker, centrifugeringstider
och/eller -temperaturer kan foérandra renheten hos isolerade PBMC och paverka
testresultaten.

6. Samla inte blod i CPT-ror (CPT™, Becton Dickinson) eller EDTA-rér, eftersom de ar
inkompatibla med Leucosep-ror.

7. Helblodprover far inte forvaras i kylskap eller frysas. Férvara och transportera blodproverna till
laboratoriet vid temperaturer pa 18—25 °C eller 10-25 °C om proverna ska behandlas med T-
Cell Xtend® reagens.

8. Blod ska inte forvaras langre an 8 timmar, eller 32 timmar om det senare behandlas med T-
Cell Xtend reagens.

9. Anvand endast engangsror for venos blodprovstagning.

10. Far ej anvandas efter utgangsdatum.

11. Anvand aseptisk teknik vid anvandning av denna produkt.

12. Leucosep-ror far ej forvaras i direkt ljus.

13. Far ej anvandas om Leucosep-roren &r skadade eller om den polysackarid-baserade
gradientseparationsldsningen har férsamrats, vilket indikeras av att det syns en tydlig gul farg
eller partiklar i den klara |6sningen.

14. Leucosep-roren far inte ateranvandas. Varje ror ar utformat for engangsanvandning.

15. Fdlj instruktionerna for blodprovstagning med rér for samling av helblod.

Medfoljande material
Varje kartong innehaller:
50 Leucosep-ror forfyllda med en polysackarid-baserad gradientseparationslosning.

CD innehéllande bipacksedeln och sakerhetsdatabladet.
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Forvaring och stabilitet

Forvaras ooppnad vid 4-30 °C till det utgangsdatum som anges pa kartongen. Den &6ppnade
produkten forvaras vid rumstemperatur (18—-25 °C) och anvands inom 12 veckor fran éppnandet av
ytterpasen eller fore det utgangsdatum som anges pa kartongen, beroende pa vilket som ar
tidigast.

Utrustning och material som beh6vs men inte medfoljer

Hepariniserade ror for blodprovstagning.

Cellodlingsmedierna AIM-V® och RPMI.

15 mL centrifugror.

En centrifug for fraktionering av PBMC med minst 1 000 RCF (g), vilken kan halla proverna vid
rumstemperatur (18-25 °C).

Séakerhetsbank klass 2 (BL 2) (rekommenderas).

Pipetter och sterila pipettspetsar.

ELISPOT-kit.

T-Cell Xtend reagens kan behdvas om prover som ar aldre an 8 timmar anvands.

PON=

©®NoO

Procedur
Obs! Foljande steg maste genomforas under iakttagande av god laboratoriesed (GLP):

1. Se till att det antal Leucosep-ror som behdvs har rumstemperatur (18-25 °C) innan de
anvands.

2. Om den polysackarid-baserade gradientseparationslésningen har samlats ovanfor den pordsa
barridren (frittan) centrifugeras Leucosep-réren vid 350 x g i en minut for att forflytta den
polysackarid-baserade gradientseparationslésningen under frittan.

3. Vand helblodprovet upp och ned och spad sedan i férhallandet 5 delar blod till 3 delar AIM V
eller RPMI cellodlingsmedium i ett 15 mL centrifugrér. Blanda genom att vanda centrifugréret
upp och ned flera ganger.

4. Hall det utspadda blodet direkt i Leucosep-roret och centrifugera vid 1 000 x g i 10 minuter vid
18-25 °C utan broms.

5. Sug bort det grumliga PBMC-skiktet och fyll pa till ~10 mL med AIM V eller RPMI i ett 15 mL
centrifugrér. Blanda genom att vanda centrifugréret upp och ned.

6. Centrifugera vid 600 x g i 7 minuter. Kasta supernatanten.

7. Resuspendera cellpelleten med AIM V eller RPMI, fyll pa till ~10 mL med AIM V eller RPMI
och centrifugera vid 350 x g i ytterligare 7 minuter.

8. Kasta supernatanten och resuspendera cellpelleten i den volym av AIM V (inte RPMI) som
behdvs for ELISPOT-analysen.

9. Om cellerna behdvs till antigenstimulering i en ELISPOT-analys spads cellerna darefter med
AIM V (inte RPMI).

Begransningar

1. P& samma satt som med andra separationsmetoder kan Leucosep-ror forédndra proportionerna
av vissa undergrupper av PBMC (t.ex. T- och B-celler) jamfort med proportionerna i icke-
separerat helblod. | normala fall anses denna foérandring vara relativt obetydlig.

Kvalitetskontroll

Som en del av det enskilda laboratoriets kvalitetskontroll bér man utforma och validera
cellrakningsmetoder som sakerstaller att tillrackligt antal PBMC har erhallits fér det relevanta
testsystemet. Dessutom bér man vid kvalitetskontrollen anvanda positiva och negativa kontroller
som ar framtagna for att sakerstdlla forvantad prestanda hos T-cellerna inom det relevanta
testsystemet.
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Prestandaegenskaper

Farskt blod

6 mL blod erhdlls fran 15 donatorer. Prover fran varje donator behandlades inom 8 timmar efter
venpunktion. Proverna behandlades med hjalp av Leucosep-ror fyllda med polysackarid-baserade

separationsmedier. Isolerade celler var livskraftiga och funktionella i ELISPOT-analysen.

Forvarat blod som behandlas med T-Cell Xtend reagens

Blodprover fran 205 donatorer erhélls och anvandes for att analysera cellatervinning med hjalp av
Leucosep-ror fyllda med polysackarid-baserade separationsmedier. 6 mL blod samlades in fran
varje donator och blodet behandlades i 29-32 timmar efter venpunktion med T-Cell Xtend reagens.

Isolerade celler var livskraftiga och funktionella i ELISPOT-analysen.

Obs: Det rekommenderas att 6 mL blod anvands per donator. En minskning av blodvolymen kan
paverka cellatervinningen.

Rapportering av allvarliga tillbud

Om ett allvarligt tillbud intraffar vid anvandning av denna enhet skall detta rapporteras fill
kundtjanst. | Europeiska unionens medlemsstater skall tillbud &ven rapporteras till behdrig
myndighet (det statliga organ som ansvarar fér medicinsk utrustning for in vitro-diagnostik) i ditt
land. Se Lakemedelsverkets webbplats for information om hur du kontaktar din behériga
myndighet. Med "allvarligt tillbud” avses ett tillbud som direkt eller indirekt orsakat, kan ha orsakat
eller kan orsaka:

- en patients, anvandares eller annan persons déd,

- en tillfallig eller bestaende allvarlig forsamring av en patients, anvandares eller annan
persons halsotillstand,

- ett allvarligt hot mot folkhalsan.

Kontaktuppgifter till kundtjanst

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, OX14 4SE, Storbritannien
Tel: +44 (0) 1235 442780

E-post: info@oxfordimmunotec.com

BesoOk var webbplats for nedladdningsbart produktstdd och ytterligare information:
www.oxfordimmunotec.com
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Felsdkningsguide vid insamling och separation av PBMC fér ELISPOT

Problem

Mdjlig orsak

Mdjlig 16sning

Lagt cellutbyte

Leukopeni

Felaktig blodprovstagning

Blodprovsréren haller inte
rumstemperatur (18-25 °C)

Blodet har inte forvarats vid
erforderlig temperatur

Anvandning av andra volymer
eller spadningar an dem som
rekommenderats

Lagg till ytterligare ett
blodprovsroér

CPT-rér och blodprovsror
innehallande EDTA éar inte
kompatibla med Leucosep-ror

Lat blodprovsréren anta

rumstemperatur

Se till att blodet transporteras vid
18-25 °C eller 10-25 °C om T-
Cell Xtend reagens anvands

Se till att ratt instruktioner foljs

Kontaminering med  rbda

blodkroppar

Blodet har inte forvarats vid
erforderlig temperatur

Blodprovsroren haller inte
rumstemperatur (18-25 °C)
Blodet har inte spatts

Omblandning av blodprov i
Leucosep-roret

Felaktig centrifugering

Ofullstéandig separation av
prov

Se till att blodet transporteras vid
18-25 °C eller 10-25 °C om T-
Cell Xtend reagens anvands

Lat blodprovsréren anta
rumstemperatur

Se till att blodet spads enligt
metoden

Se till att Leucosep-roret halls
uppratt tills det ska centrifugeras

Se till att
centrifugeringsinstruktionerna
foljs

Kontrollera att centrifugen kan
kyla till 18-25 °C

Kontrollera att centrifugens
broms ar urkopplad

Forlang centrifugeringssteget
med tio minuter

Inget definierat eller tydligt
skikt med mononukleéara celler

Ofullstédndig separation av
prov

Centrifugen ar inte ratt
kalibrerad

Felaktig centrifugering

Hyperlipidemiskt prov

Forlang centrifugeringssteget
med tio minuter

Lat kalibrera centrifugen

Se till att
centrifugeringsinstruktionerna
foljs

Ta fasteblodprov

QOgiltiga resultat

Ogiltiga resultat kan orsakas
av olika typer av felaktig
provhantering

Se avsnitten ovan
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Symbolordlista

Tillverkare

E-E<E>EE"

LI}

Récker till "n” tester

In vitro-diagnostisk utrustning
Temperaturgrans/Férvaras mellan
Se bruksanvisningen
Auktoriserad representant inom EU

Anvands fére/Utgangsdatum (Ar-Manad-Dag)
Batchnummer
Katalognummer

Obs! Se bruksanvisningen

T-Cell Xtend och Oxford Immunotec-logotypen ar varumarken som tillhér Oxford Immunotec

Limited.

Leucosep ar ett varumarke som tillhér Greiner Bio-One
AIM-V ar ett varumarke som tillhdr Life Technologies Corporation.
CPT é&r ett varumarke som tillhér Becton, Dickinson and Company.

Anvandning av reagenset T-Cell Xtend skyddas av foljande patent:
EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

© 2023, Oxford Immunotec Limited. Alla rattigheter forbehalles.

ul Tillverkare:

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon

Oxfordshire, OX14 4SE, Storbritannien

+44(0)1235 442780

www.oxfordimmunotec.com

Auktoriserad representant inom EU

Oxford Immunotec (Irland)
Unit 3d North Point House,
North Point Business Park,

New Mallow Road,
Cork, T23 AT2P
Irland

Revisionsnummer | Utfardandedatum | Andringar

14 Information tillgénglig pa begaran fran Oxford Immunotec.

5 Juni 2022 Andring av tillverkarens adress Tillagg av
revisionshistorik. Tilldagg av instruktioner for att
rapportera allvarliga tillbud, och detaljer for EC REP
och Importér till Europeiska unionen.

6 Oktober 2022 Radera detaljer for Importdr till Europeiska unionen

7 November 2023 Borttagning av "ett PerkinElmer-foretag" fran
logotypen

393 Oxford

OO0 Immunotec

Oxford Immunotec Ltd.
143 Park Drive East, Milton Park,

Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SE, UK.
Tfn: +44 (0)1235 442780
Fax: +44 (0)1235 442781

www.oxfordimmunotec.com
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