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Tam kandan periferik mononukleer hlcrelerin toplanmasi ve ayrilmasinda
kullanim igin

KULLANIM KILAVUZU

In Vitro Tanida Kullanim igin
Bu kilavuz, asagidakilerin kullanimini kapsar:
Leucosep™ Tupleri (Katalog numarasi: LTK.615)
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Kullanim amaci

Leucosep tupleri, periferik kan mononikleer hicrelerinin (PBMC'ler) tam kandan
toplanmasi ve ayrilmasinda kullanilmak Gzere tasarlanmistir. TUpler, bu hicreler
ELISPOT testlerinde kullaniimadan énce PBMC'lerin polistikroz bazl bir gradyan ayirma
sollUsyonu yardimiyla tam kandan ayrilmasini kolaylastirir.

Giris

ELISPOT teknikleri, tam kandan ayrilmis olan PBMC'lerdeki T hiicrelerini kullanir. Bu
hicreleri ayirma yontemlerinden birisi, polisiikroz bazli bir gradyan ayirma sollisyonunun
kullaniimasini gerektirir. Bu prosedir, en iyi sonuglari elde etmek icin dikkatle
gerceklestiriimesi gereken birkag adimi igerir. Leucosep tiplerinin kullanilmasi adim
sayisini azaltir, daha kontrolli ve guvenilir bir prosedtr saglar ve ayirma proseduri igin
gereken sureyi kisaltir.

Yontem Prensibi

Leucosep tipleri, yogunluk gradyanl santrifiijleme yoluyla insan tam kanindan
PBMC'lerin optimum sekilde ayrilmasini saglamak icin gelistirilmistir. Leucosep tipleri,
seffaf bir polipropilen tiip icinde gézenekli bir bariyer icerir. Bu biyolojik olarak inaktif
bariyer, ylksek dereceli polietilenden olusur. Leucosep tlpl, numune materyalinin,
zaman alan ve zahmetli bir stire¢ olan polistikroz bazli bir gradyan ayirma sollisyonu
Uzerinde katmanlagsmasi ihtiyacini ortadan kaldirir. Antikoagule edilmis tam kan, kiltur
ortami ile karistirilir ve daha sonra Leucosep tuptine dokulur. Gézenekli bariyer, kanin
ayirma ortami ile karismasini dnler. Santrifjleme sirasinda, PBMC'ler, farkli
yogunluklari nedeniyle istenmeyen eritrositlerden ayrilir ve ayirma ortaminin Gzerindeki
ara yuzde toplanir. Ayirma tamamlandiginda bariyer, PBMC katmaninin ¢ikariimasi
sirasinda yeniden kirlenmesini dnler.

Uyarilar ve Onlemler

1. Yalnizca in vitro tanida kullanim igindir.

2. Yalnizca profesyonel kullanim igindir; kullanicilar bu prosedur konusunda egitilmelidir.

3. Kan numuneleri potansiyel olarak tehlikeli kabul edilmelidir, insan kaynakl malzeme ile
calisilirken dikkatli olunmalidir.

4. Kullanim, saklama ve imha sirasinda tam kan numunelerinin ve test bilesenlerinin islenmesi,
ilgili ulusal biyolojik tehlike glvenlik ydnergeleri veya ydnetmeliklerinde tanimlanan prosedirlere
uygun olmahdir.

5. Santrifijleme sdreleri ve/veya sicakliklari, yikama teknikleri ve pipetleme igin 6nerilen
prosedurlerden herhangi bir sapma, PBMC izolasyonlarinin safliyini degistirebilir ve sonraki test
sonuglarini etkileyebilir.

6. Hicre Hazirlama Tapleri (CPT™, Becton Dickinson) ve EDTA'l kan toplama tipleri Leucosep
tupleri ile uyumsuz olduklarindan kani bunlarda toplamayin.

7. Tam kan numunelerini sogutmayin veya dondurmayin. Kan numuneleri saklanirken ve
laboratuvara nakledilirken 18-25 °C’de tutulmalidir, ancak numuneler T-Cell Xtend® reaktifi ile
islenecekse 10-25 °C arasindaki bir sicaklik saglanmalidir.

8. Kan 8 saatten veya daha sonra T-CELL Xtend reaktifi ile islenecekse 32 saatten uzun strelerle
saklanmamalidir.

9. Vendz kan numunesi alimi igin yalnizca tek kullanimlik kaplar kullanin.

10.  Son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

11.  Bu Urund kullanirken aseptik teknikler kullanin.

12. Leucosep tuplerini dogrudan 1sik altinda saklamayin.

13. Leucosep tupleri hasar gérmuisse veya polisikroz bazl gradyan ayirma solUsyonu partikil
maddeler ya da berrak solisyonun belirgin bir sari renk almasi seklinde kendini belli eden bir bozulma
g0steriyorsa, tlpleri kullanmayin.

14. Leucosep tuplerini tekrar kullanmayin. Her tlp tek kullanimlik olarak tasarlanmigtir.

15.  Tam kan alimi i¢in kan numunesi toplama ttp0 talimatlarini izleyin.
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Saglanan Malzemeler

Her kutu sunlari igerir:
Polislikroz bazli gradyan ayirma sollsyonu ile énceden doldurulmus 50 Leucosep tupu.
Kullanma kilavuzu ve MSDS'yi iceren CD.

Saklama ve Stabilite

Kutu Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar agilmadan 4-30°C'de saklayin.
Acilmig Urlini oda sicakliginda (18-25 °C) saklayin ve dis poseti acildiktan sonra 12
hafta icinde veya kutu tzerindeki son kullanma tarihinden (hangisi daha énceyse) 6nce
kullanin.

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Ekipman ve Malzemeler

Heparinize kan alma tupleri.

AIM-V® ve RPMI hiicre kiltiri ortami.

15 mL’lik santrifiij tlpleri.

PBMC'lerin fraksiyonlanmasi i¢in en az 1000 RCF (g) kapasiteli ve numuneleri oda sicakliginda (18-
25 °C) muhafaza edebilen bir santrifij.

Biyoguvenlik Seviyesi 2 (BL 2) kabini (6nerilir).

Pipetler ve steril pipet uglari.

ELISPOT Kiti

8 saatten daha eski numuneler kullaniliyorsa T-Cell Xtend reaktifi gerekebilir.

Prosediir

Not: Asagidaki adimlar, lyi Laboratuvar Uygulamalari ilkeleri kullanilarak gergeklestiriimelidir:

1.

2.

Kullanmadan once, gerekli sayida Leucosep tlplnin onceden oda sicakhdina (18-25°C)
getirildiginden emin olun.

Polistikroz bazli gradyan ayirma sollisyonu gozenekli bariyerin (frit) Gizerinde toplanmigsa polisiikroz
bazli gradyan ayirma sollsyonunu fritin altina tasimak igin Leucosep tiplerini 350 x g'de bir dakika
santrifujleyin.

Tam kan numunesini ters ¢evirin ve ardindan 15 mL'lik bir santrifij tiptinde 5 kisim kan ile 3 kisim
AIM-V veya RPMI hiicre kultirG ortami oraninda seyreltin. Karistirmak igin santriflj tipinu birkag kez
ters gevirin.

Seyreltilmis kani dogrudan Leucosep tiptne dokin ve 1000 x g'de 18-25°C'de araliksiz 10 dakika
santrifujleyin.

Bulanik PBMC katmanini aspire edin ve 15 mL'lik bir santrifiij tipinde AIM-V veya RPMl ile ~10 mL'ye
tamamlayin. Karistirmak igin santrifij tipini ters gevirin.

600 x g'de 7 dakika santrifiijleyin. Stipernatanti imha edin.

Hucre peletini AIM-V veya RPMI ile yeniden sispanse edin, AIM-V veya RPMI ile ~10 mlL'ye
tamamlayin ve 350 x g'de 7 dakika daha santrifujleyin.

Slpernatanti imha edin ve ELISPOT testi i¢in gerekli hiicre peletini AIM-V hacminde (RPMI degil)
yeniden slspanse edin.

Bir ELISPOT testinde antijen stimilasyonu igin hiicre gerekiyorsa hicreleri AIM-V'ye (RPMI degil)
gore seyreltin.

Sinirlamalar

1.

Diger ayirma yéntemlerinde oldugu gibi Leucosep tupleri, bazi PBMC alt kiimelerinin
(6rn. T ve B hdcreleri) oranini, ayrilmamis tam kandakilerden farklilastirabilir. Bu
degisikligin normal durumlarda nispeten 6nemsiz olduguna inaniimaktadir.

Kalite Kontrol

Bireysel bir laboratuvarin kalite kontrol faaliyetlerinin bir pargasi olarak ilgili test sistemi
icin yeterli miktarda PBMC elde edilebilmesini saglamak lzere hiicre sayma yontemleri
tasarlanmali ve valide edilmelidir. Ayrica, kalite kontrol faaliyetleri, ilgili test sistemi icinde
T hiicrelerinden beklenen performansin elde edilmesini saglamak tzere gelistiriimis
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pozitif ve negatif kontrollerin kullanimini igermelidir.

Performans Ozellikleri

Taze kan

15 dondrden 6 ml kan alinmistir. Her dondrden alinan numuneler, venepunkturdan
sonraki 8 saat iginde islenmistir. Numuneler, polisikroz bazli ayirma ortami ile
doldurulmus Leucosep tipleri kullanilarak islenmistir. ELISPOT testinde izole edilmis
hdcrelerin canli ve islevsel oldugu gorilmastir.

T-Cell Xtend Reaktifi kullanilarak saklanan kan

205 dondérden kan numunesi alinmig ve polistikroz bazli ayirma ortami ile doldurulmus
Leucosep tupleri kullanilarak hiicre geri kazanimlarinin test edilmesi igin kullaniimistir.
Dondr basina 6 mL kan toplanmis ve kan, venepunkturdan sonra 29-32 saat i¢cinde T-
Cell Xtend reaktifi kullanilarak islenmistir.

ELISPOT testinde izole edilmis hiicreler canli ve islevsel bulunmustur.

Not: Dondr basina 6 ml kan kullaniimasi tavsiye edilir. Kan hacmindeki bir azalma,
hlcre geri kazanimlarini etkileyebilir.

Ciddi Olaylarin Bildirilmesi

Bu cihazla ilgili ciddi bir olay meydana geldiyse, Misteri Hizmetlerine bildirilmelidir.
Avrupa Birligi Uye Devletlerinde, ciddi vakalar ayrica (ilkenizdeki yetkili makama (in
vitro tani amagli tibbi cihazlardan sorumlu devlet dairesi) bildiriimelidir. Yetkili
makaminizla nasil iletisime gegeceginize iligkin ayrintilar igin Ittfen devletinizin web
sitesine bakin. 'Ciddi bir olay', dogrudan veya dolayli olarak asagidakilere yol agan,
acmis olabilecek veya acabilecek herhangi bir olay anlamina gelir:

— Bir hastanin, kullanicinin veya bagka bir kisinin élumd,

— Bir hastanin, kullanicinin veya bagka bir kiginin sagliginin gegici veya kalici olarak
ciddi sekilde bozulmasi;

— Ciddi bir halk saghig: tehdidi.

Miisteri Hizmetleri iletisim Bilgileri

Oxford Immunotec Ltd

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

E-posta: info@oxfordimmunotec.com

Uriin destegi yiiklemeleri ve daha fazla teknik bilgi igin liitfen web sitemizi ziyaret edin:
www. oxfordimmunotec.com
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ELISPOT icin PBMC'lerin Toplanmasi ve Ayrilmasinda Sorun Giderme Kilavuzu

Sorun

Potansiyel sebep

Olasi ¢6ziim

Dusuk hucre verimi

Lokopeni

Kan alma hatasi

Kan alma tipinin oda sicakhginda (18-
25 °C) olmamasi

Kanin gereken sicaklikta saklanmamasi

Tavsiye edilenler digindaki hacimlerin
veya dilusyonlarin kullaniimasi

ilave bir kan toplama tiipQ ekleyin.

EDTA igeren CPT ve kan alma tlpleri
Leucosep tupleriyle uyumlu degildir.

Kan alma tiptnin oda sicakhigina gelmesine

izin verin.

Kan tasima iglemlerinin 18-25°C'de veya T-
Cell Xtend reaktifi kullaniliyorsa 10-25°C'de
yapildigindan emin olun.

Dogru talimatlarin izlendiginden emin olun.

Kirmizi kan hicresi
kontaminasyonu

Kanin gereken sicaklikta saklanmamasi

Kan alma tipinin oda sicakhginda (18-
25 °C) olmamasi

Kanin seyreltimemis olmasi

Leucosep tlpUl igcindeki kan

numunesinin ters gevrilmesi

Hatali santrifijleme

Numune ayirmanin tamamlanamamasi

Kan tasima iglemlerinin 18-25°C'de veya T-
Cell Xtend reaktifi kullaniliyorsa 10-25°C'de
yapildigindan emin olun.

Kan alma tiptnin oda sicakhigina gelmesine
izin verin.

Kanin prosedure gore seyreltildiginden emin

olun.

Santrifijlemeden 6nce Leucosep tipilnin dik
durdugundan emin olun.

Santrifijleme talimatlarinin takip edildiginden
emin olun.

Santrifijin 18-25°C'de sogutma yapabildigini
kontrol edin.

Santriflj freninin kapali oldugunu kontrol edin.

Santrifijleme adimini 10 dakika artirin.

Tanimlanmig veya
belirgin mononuikleer
katman yok

Numune aylirmanin tamamlanamamasi

Santrifijin dogru kalibre edilmemis
olmasi

Hatali santriflijleme

Hiperlipemik numune

Santrifijleme adimini 10 dakika artirin.
Santrifiju kalibre edin.

Santrifiijleme talimatlarinin takip edildiginden
emin olun.

Aclik kan humunesi toplavin.

Gegersiz sonuglar

Gegersiz sonuglarin sebebi, bir dizi
yanlis numune isleme sorunu olabilir.

Yukaridaki bélumlere bakin.
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Semboller Sézlugi
& Son Kullanma Tarihi (Y1l-Ay-Giin)
Lot numarasi
Katalog numarasi
A Dikkat, kullanim talimatlarina bakin
wl Uretici firma
¥ "n" sayida test igin yeterli
In Vitro tani cihazi
{ Sicaklik sinirlamasi / Bu sicaklik araliginda saklayin
Kullanim talimatlarina bakin
AB Yetkili Temsilcisi

T-Cell Xtend ve Oxford Immunotec logosu, Oxford Immunotec Limited'’in ticari markalaridir.
Leucosep, Greiner Bio-One'in ticari markasidir.

AIM-V, Life Technologies Corporation’in ticari markasidir.

CPT, Becton, Dickinson and Company’nin ticari markasidir.

T-Cell Xtend reaktifinin kullanimi asagidaki patentlerle korunmaktadir:
EP2084508, U S9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

© 2023, Oxford Immunotec Limited. Her hakki saklidir.
ul Uretici:

Oxford Immunotec Ltd

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon

Oxfordshire OX14 4SE, Birlesik Krallik
www.oxfordimmunotec.com

AB Yetkili Temsilcisi:
Oxford Immunotec (Ireland)

Unit 3d North Point House,

North Point Business Park,

New Mallow Road,

Cork, T23 AT2P irlanda Cumbhuriyeti

Revizyon Verilig tarihi Degisiklikler

numarasi

1-5 Ayrintilar, Oxford Immunotec'ten talep edilebilir.
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143 Park Drive East, Milton Park,

OO0 | mmun Ote C Abingdon, Oxfordshire, 0X14 45E,

Birlesik Krallik.
Tel: +44 (0)1235 442780
Faks: +44 (0)1235 442781

www.oxfordimmunotec.com
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