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Na pouzitie pri odbere a oddelovani periférnych mononuklearnych buniek z plnej krvi

PRIBALOVY LETAK

Na diagnostické pouzitie in vitro

Tato pisomna informacia pre pouzivatela sa tyka pouzitia:

Skumavky Leucosep™ (kataldgoveé Cislo: LTK.615)
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Planované pouzitie

Skumavky Leucosep su uréené na odber a separaciu mononuklearnych buniek periférnej krvi
z celej krvi (PBMC). Skumavky umoznuju oddelenie PBMC z celej krvi pomocou roztoku na
separaciu gradientov na baze polysacharézy pred pouzitim pre tieto bunky v skasani ELISPOT.

Uvod

Techniky ELISPOT vyuzivaju T-bunky v PBMC, ktoré boli separované z celej krvi. Jedna z metod
na oddelenie tychto buniek vyzaduje pouzitie roztoku na separaciu gradientov na baze
polysacharézy. Tento proces pozostava z viacerych krokov, ktoré je potrebné vykonat opatrne s
cielom zabezpedit optimalne vysledky. Pouzitie skimavky Leucosep znizuje pocet krokov, vdaka
nej je postup komplexnejsi a znizuje ¢as potrebny na vykonanie postupu oddefovania.

Princip metédy

Skumavky Leucosep boli vyvinuté na dosiahnutie optimalneho oddelenia PBMC z pinej ludskej krvi
pomocou odstredovania na zaklade gradientov hustoty. Skimavky Leucosep maju pérovitu bariéru
v transparentnej polypropylénovej skimavke. Tato biologicky inertna bariéra pozostava z vysoko
kvalitného polyetylénu. Skiimavka Leucosep eliminuje spotrebu ¢asu a naro¢né vrstvenie materialu
vzorky na roztok na separaciu gradientov na baze polysachar6zy. Antikoagulovana plna krv sa
zmieSa s kultivaénym médiom a potom sa naleje do skumavky Leucosep. Pérovitd bariéra
zabraruje zmieSaniu krvi so separatnym médiom. PoCas odstredovania sa PBMC oddelia od
nepotrebnych erytrocytov vzhladom na ich odliSnd hustotu aodoberd sa v rozhrani nad
separacnym médiom. Po dokonceni separacie bariéra zabrani opatovnej kontaminacii vrstvy PBMC
pocas jeho odstranenia.

Vystrahy a bezpe¢nostné opatrenia

1. Len na diagnostické pouZitie in vitro.

2. Len na profesionalne pouZitie. Operatori musia byt zadkoleni o tomto postupe.

3. Vzorky krvi sa maju povazovat za potencialne nebezpel&né. Pri manipulacii s materidlom
ludského pdvodu je potrebné davat pozor.

4. Manipulacia so vzorkami celej krvi a komponentmi testu po&as pouzivania, skladovania a
likvidacie sa ma vykonavat v sulade s postupmi uvedenymi v prislusnych smerniciach alebo
nariadeniach o bezpecnosti pri biologickom riziku.

5. Akakolvek odchylka od odporu¢anych postupov pre pipetovanie, techniky premyvania, ¢asy
a teploty odstredovania méze ovplyvnit Cistotu izolacii PBMC a nasledne aj vysledky testu.

6. Neodoberajte krv do skumaviek Cell Preparation Tubes (CPT™, Becton Dickinson) ani
skumaviek EDTA na odber krvi, pretoZze nie su kompatibilné so skimavkami Leucosep.

7. Vzorky plnej krvi neuchovavajte v chladnicke ani v mraznicke. Vzorky plnej krvi uchovavajte a
prepravujte do laboratdria pri teplotach 18 — 25 °C alebo 10 — 25 °C, ak maju byt oSetrené
¢inidlom TCell Xtend®.

8. Krv sa nema uchovavat dlhSie ako 8 hodin alebo 32 hodin v pripade, Ze bude oSetrena
¢inidlom T-Cell Xtend.

9. Pouzivajte len jednorazové nadoby na odber vzoriek vendznej krvi.

10. Nepouzivajte po uplynuti €asu pouzitefnosti.

11. Pri pouzivani tohto produktu pouZzivajte asepticky postup.

12. Skumavky Leucosep neuchovavajte na priamom slneénom svetle.

13. Skumavky Leucosep neuchovavajte, ak su poSkodené alebo ak bol roztok na separaciu
gradientov na baze polysacharézy znehodnoteny, ¢o zistite podla zretelného ZItého sfarbenia
alebo ¢astic v ¢irom roztoku.

14. Nepouzivajte skumavky Leucosep opakovane. Kazda skumavka je uréena na jednorazové
pouzitie.

15. Pri odbere plnej krvi dodrziavajte pokyny na odber vzoriek krvi do skumavky.

Poskytnuté materialy
Kazda skatulka obsahuje:
50 naplnenych skimaviek Leucosep s roztokom na separaciu gradientov na baze polysacharozy,

CD s pisomnymi informaciami pre pouzivatela a kartou bezpe€nostnych tdajov materialu.
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Skladovanie a stabilita

Skladujte neotvorené pri teplote 4 —30 °C az do datumu exspiracie zobrazenom na Skatulke.
Skladujte neotvorené pri izbovej teplote (18 —25°C) a pouzite do 12 tyzdriov od otvorenia
vonkajSieho obalu alebo do datumu exspiracie uvedeného na Skatuli podla toho, ¢o nastane skér.

Vybavenie a materialy, ktoré su potrebné, ale nedodavaju sa

pPON=

©®NoOO

Skumavky na odber heparinizovanej krvi.

Kultivaéné média AIM-V® a RPMI na kultivaciu buniek.

15 mL odstredovacie skumavky.

Centrifuga na frakcionaciu PBMC schopna dosiahnut’ rychlost minimalne 1 000 RCF (g) a
dokaze udrzat vzorky pri okolitej izbovej teplote (18 — 25 °C).

Skrinka s drovriou biologickej bezpecnosti 2 (BL 2) (odporucana).

Pipety a sterilné hroty pipiet.

Suprava ELISPOT.

Cinidlo T-Cell Xtend méze byt potrebné pri pouziti vzoriek starsich ako 8 hodin.

Postup

Poznamka: Nasledujuce kroky sa maju vykonat podla zasad spravnej laboratornej praxe:

1.

2.

Zaistite, aby bol pred pouzitim k dispozicii pozadovany poc€et skiumaviek Leucosep s izbovou
teplotou (18 — 25 °C).

Ak sa roztok na separaciu gradientov na baze polysacharézy zhromazdil nad poérovitou
bariérou (fritou), odstredujte skimavky Leucosep rychlostou 350 x g jednu minutu, aby sa
roztok na separaciu gradientov na baze polysacharézy presunul pod fritu.

Prevratte skimavku s plnou krvou, potom ju zriedte v pomere 5 dielov krvi k 3 dielom
kultivatného média AIM-V alebo RPMI média na kultivaciu buniek v 15 mL odstredovacej
skuiimavke. Odstredovaciu skimavku premiesajte niekolkymi otoceniami.

Nalejte zriedenu krv priamo do skumavky Leucosep a odstredujte ju rychlostou 1 000 x g
10 minut pri teplote 18-25 °C bez zastavenia.

Do 15 mL odstredovacej skumavky aspirujte kalnu vrstvu PBMC a doplfite ju na ~10 mL
médiom AIM-V alebo RPMI. Odstredovaciu skumavku premie3ajte otoCeniami.

Odstredujte rychlostou 600 x g po dobu 7 minut. Zlikvidujte supernatant.

Znovu rozpustite krvny pelet pomocou média AIM-V alebo RPMI, doplite ho na ~10 mL
médiom AIM-V alebo RPMI a odstredujte rychlostou 350 x g dalSich 7 minut.

Supernatant zlikvidujte a znovu rozpustite krvny pelet v objeme média AIM-V (nie RPMI), ktory
vyzaduje test ELISPOT.

Ak su bunky potrebné pre stimulaciu antigénu v teste ELISPOT, rozpustite bunky podla
potreby s pomocou média AIM-V (nie RPMI).

Obmedzenia

1.

Tak ako v pripade inych metdd separacie, m6Zu zmenit podiel niektorych podsuborov PBMC
(napr. T a B buniek) oproti tym, ktoré sa nachadzaju v neseparovanej plnej krvi. Tato zmena
sa povazuje za relativne nevyznamnu v obvyklych pripadoch.

Kontrola kvality

V ramci €innosti kontroly kvality jednotlivych laboratérii je potrebné navrhnut a overit metdédy na
pocitanie buniek na zaistenie toho, Ze sa ziskal dostatoény pocet PBMC pre prislusny testovaci
systém. Okrem toho maju kontroly kvality pouzivat pozitivne a negativne kontroly vyvinuté na
zaistenie oakavanych vysledkov T-buniek v ramci prislusného testovacieho systému.
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Charakteristiky uéinnosti

Cerstva krv

6 mL krvi bolo odobratych od 15 darcov. Vzorky od kazdého darca boli spracované do 8 hodin od
napichnutia Zily. Vzorky sa spracovali pomocou skumaviek Leucosep naplnenych médiom na
separaciu gradientov na baze polysacharézy. Izolované bunky boli Zivotaschopné a pouzitelné v
teste ELISPOT.

Ulozena krv s pouzitim &inidla T-Cell Xtend

Ziskali sa vzorky krvi od 205 darcov a boli pouZité na testovanie bunkovych vytazkov s pouzitim
skumaviek Leucosep naplnenych médiom na separaciu gradientov na baze polysacharézy. Od
kazdého darca bolo odobratych 6 mL krvi a krv bola spracovana do 29 — 32 hodin po napichnuti
zily s pouzitim ¢inidla T-Cell Xtend.

Izolované bunky boli zivotaschopné a pouzitelné v teste ELISPOT.

Poznamka: odporuca sa pouzit 6 mL krvi od kazdého darcu. Mensi objem krvi méze mat vplyv na
bunkové vytazky.

Hlasenie zavaznych incidentov

Ak sa vyskytne zavazny incident suvisiaci s touto pomdckou, musi sa oznamit' oddeleniu sluzieb
zakaznikom. V Clenskych Statoch Eurdpskej unie sa zavazné incidenty musia oznamit aj
prislusnému organu (Statny drad zodpovedny za zdravotnicke pomécky na diagnostiku in vitro)
v danej krajine. Podrobnosti o kontaktovani prislusného orgdnu najdete na webovej lokalite svojej
vlady. ,Zavazny incident® znamena akykolvek incident, ktory priamo alebo nepriamo viedol, mohol
viest alebo by mohol viest k:

- smrti pacienta, pouzivatela alebo inej osoby,

- doc¢asnému alebo trvalému zavaznému zhorSeniu zdravotného stavu pacienta, pouzivatela
alebo inej osoby,

- zavaznému ohrozeniu verejného zdravia.

Kontaktné udaje oddelenia sluzieb zakaznikom

Oxford Immunotec Ltd

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

E-mail: info@oxfordimmunotec.com

Podporné subory na stiahnutie a dalSie technické informécie pre tento produkt najdete na nase;j
webovej lokalite: www.oxfordimmunotec.com
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Pokyny na rieSenie problémov v oblasti odberu a separacie PBMC pre test ELISPOT.

Problém

Mozna pricina

Mozné rieSenie

Nizka vytaznost buniek

Leukopénia

Nespravny odber Kkrvi

Skumavka na odber krvi
nedosiahla okolitu izbovu
teplotu (18 — 25 °C)

Krv sa neskladuje pri
pozadovanej teplote

Boli pouzité objemy alebo
riedenia, ako boli odporic¢ané

Pridajte dalSiu skumavku na
odber krvi

Skumavky CPT a skumavky na
odber krvi, ktoré obsahuju
EDTA, nie su kompatibilné so
skumavkami Leucosep.

Nechajte skimavky na odber
krvi ustalit sa na izbovu teplotu.

Uistite sa, Ze vaSa zasielka krvi
ma teplotu 18 — 25 °C alebo

10 — 25 °C, ak sa pouziva ¢inidlo
TCell Xtend.

Dbajte na dodrziavanie
spravnych pokynov.

Kontaminacia Cervenych
krviniek

Krv sa neskladuje pri
pozadovanej teplote

Skumavka na odber krvi
nedosiahla okolitu izbovu
teplotu (18 — 25 °C)

Krv nie je zriedena

Inverzia vzorky krvi v
skumavke Leucosep

Nespravne odstredovanie

Neuplna separacia vzorky

Uistite sa, Ze vaSa krv sa
prepravuje pri teplote 18 — 25 °C
alebo 10 — 25 °C, ak sa pouziva
¢inidlo TCell Xtend.

Nechajte skimavky na odber
krvi ustalit sa na izbovu teplotu.

Zabezpecte, aby sa krv
rozriedila podfla postupu.

Zabezpecte, aby bola skumavka
Leucosep pred odstredovanim
vo zvislej polohe

Dbajte na dodrziavanie pokynov
na odstredovanie.

Skontrolujte, ¢i centrifiga
dokaze zmrazovat na 18-25 °C.

Skontrolujte, Ci je brzda
centrifugy vypnuta.

Predizte krok odstredovania na
10 minut.

Nie je definovana alebo
odliSena mononuklearna
vrstva

Neuplna separacia vzorky

Centrifuga nie je spravne
kalibrovana.

Nespravne odstredovanie

Hyperlipemické vzorky

Predizte krok odstredovania na
10 minut.

Nechajte si centrifugu
nakalibrovat
Dbaijte na dodrziavanie pokynov

na odstredovanie.

Odoberte vzorku krvi nalaéno
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Problém Mozna pricina Mozné rieSenie

Neplatné vysledky Neplatné vysledky mdézu byt | Pozrite si Casti vy3Sie.
spOsobené mnohymi
problémami  slvisiacimi s
nespravnou manipulaciou so
vzorkami.

Zoznam symbolov

Pouzite do/datum exspiracie (rok-mesiac-deri)
Cislo sarze

Katalégové Eislo

Pozor, precitajte si navod na pouzitie
Vyrobca

Dostato€né mnozstvo na n testov

In vitro diagnosticka pomocka

Teplotné obmedzenie/Skladovanie medzi

I Precitajte si navod na pouzitie

Rer] Opravneny zastupca v EU

R L] B

T-Cell Xtend a logo Oxford Immunotec su ochranné znamky spolo¢nosti Oxford Immunotec
Limited.

Leucosep je ochranna znamka spolo¢nosti Greiner Bio-One.

AIM-V je ochranna znamka spolo¢nosti Life Technologies Corporation.

CPT je ochranna znamka spolo¢nosti Becton, Dickinson and Company.

Pouzitie reagencie T-Cell Xtend je chranené tymito patentmi: EP2084508, US9090871,
CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

© 2023, Oxford Immunotec Limited. VSetky prava vyhradené.

6 PI-LT.615-SK-V7




sl Vyrobca:

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, OX14 4SE, Spojené kralovstvo
www.oxfordimmunotec.com

[Ec[Rep] Opravneny zastupca v EU
Oxford Immunotec (Ireland)

Unit 3d North Point House,

North Point Business Park,

New Mallow Road,

Cork, T23 AT2P

irska republika

Cislo revizie Datum vydania | Upravy

1-4 Podrobnosti dostupné na poziadanie od spolo€nosti Oxford Immunotec.

5 juna 2022 Zmena adresy vyrobcu. Pridanie historie revizii.
Pridanie pokynov na oznamovanie zavaznych
incidentov, EC REP a dovozca do Eurdpskej unie
podrobnosti.

6 oktober 2022 Vymazat dovozca do Eurdpskej unie

7 November 2023 Odstranenie "spolo¢nosti PerkinElmer" z loga

000
Sec Oxford
OO0 Immunotec

Oxford Immunotec Ltd.
143 Park Drive East, Milton Park,
Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SE, Spojené kralovstvo.
Tel.: +44 (0)1235 442780
Fax: +44 (0)1235 442781
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