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Dogrudan tam kandan saflastiriimis lenfositlerin hazirlanmasinda ve
izolasyonunda kullanim igin

KULLANIM KILAVUZU

In Vitro Tanida Kullanim igin

Bu kilavuz, asagidakilerin kullanimini kapsar:

T-Cell Xtend (Katalog numarasi: TTK.610)
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Kullanim amaci

T-Cell Xtend reaktifi, tam kandan saflastirilmis T hicrelerinin hazirlanmasinda kullaniimak tzere tasarlanmistir.
Reaktif, laboratuvarlarin, ticari bir ELISPOT prosedurtyle test etmek i¢in venepunkturu takiben 32 saate kadar
tam kandan lenfositleri izole etmesini saglayacaktir.

Giris

Genel olarak ELISPOT teknikleri, venepunkturdan sonraki 8 saat icinde kan numunelerinin islenmesi icin valide
edilmistir. Kan isleme suresiyle ilgili bu sinirlandirma, teste iligskin is akisini kisitlayarak laboratuvar personelini
ve prosedurlerini etkileyebilir. T-Cell Xtend reaktifinin ELISPOT suirecine dahil edilmesi, laboratuvara daha fazla
esneklik saglar.

Kan numuneleri, T hiicresi iglevi veya performansi lizerinde herhangi bir etki olmaksizin génderilebilir ve/veya
gece boyunca saklanabilir.

Yontem Prensibi

Tam kandan lenfositlerin ayrilmasina yardimci olarak T-Cell Xtend reaktifinin kullaniimasi, saklanan
numunelerle ELISPOT testi islemenin gerektirdigi lojistik streci kolaylastirir. Gece boyunca saklanan tam
kandan izole edilen T hicrelerinin, ELISPOT testlerinde antijenlerle stimllasyona azalmig tepkiler gosterdigi
gorulmektedir, ancak bunun baglica nedeni, Periferik Kan Mononukleer Hicre (PBMC) katmanindaki kontamine
hiicre populasyonlaridir. T-Cell Xtend reaktifi, secilmis inhibitér beyaz kan hticreleri ve kirmizi kan hiicreleri
Uzerindeki hiicre ylzeyi belirteclerini hedefleyen bispesifik monoklonal antikorlar icerir. T-Cell Xtend reaktifi,
secilen beyaz kan hicrelerini kirmizi kan hlcreleriyle ¢apraz baglayarak segilen hticrelerin yogunlugunu artirir.
FICOLL ekstraksiyonu sirasinda bir yogunluk gradyani uygulandiginda, segilen beyaz kan hiicreleri, PBMC
katmanindan uzaktaki kirmizi kan hlcresi katmaninda ayri kalir. T hlcreleri ve antijen sunan hicreler dahil
olmak uzere secilmemis hicreler, PBMC katmaninda bulunur. Calismalar, kanin gece boyunca saklanmasindan
sonra T-Cell Xtend reaktifi kullanilarak hazirlanan T hlcrelerinin iglevselliginin taze kandan elde edilenle
karsilastirilabilir dizeyde oldugunu gostermistir.

Uyarilar ve Onlemler

1. Yalnizca in vitro tanida kullanim igindir.

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

3. Kan numuneleri potansiyel olarak tehlikeli kabul edilmelidir, insan kaynakli malzeme ile ¢alisirken dikkatli olun-
malidir.

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

5. Inkiibasyon sireleri ve/veya sicakliklari, yikama teknikleri ve pipetleme igin énerilen prosediirlerden herhangi
bir sapma test sonugclarini etkileyebilir.

6. Hucre Hazirlama Tupleri (CPT™, Becton Dickinson) ve EDTA'lI tupler T-Cell Xtend reaktifi ile uyumsuz
olduklarindan kani bu tiplerde toplamayin.

7. Tam kan numunelerini sogutmayin veya dondurmayin Kan numuneleri saklanirken ve laboratuvara
nakledilirken oda sicakliginda (10-25 °C) tutulmaldir. Numune islemeden 6nce tam kana T-Cell Xtend reaktifi
ekleyin.

8. T-Cell Xtend reaktifini dogrudan seyreltmeyin veya baska bilesenler eklemeyin.

9. Vend6z kan numunesi alimi igin yalnizca tek kullanimlik kaplar kullanin.

10. Farkli lotlar tek bir hasta numunesinde karigtirmayin.

11. Son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

12. 32 saatten fazla saklanmis bir tam kan numunesiyle kullanmayin

13. Bu UrtnU kullanirken aseptik teknikler kullanin.

14. Siseler hasarli goriiniyorsa veya ilk kullanimda zaten agiksa kullanmayin.

16. Siselerdeki sivinin rengi bozulmussa veya sivi ¢okelmisse kullanmayin.

17. T-Cell Xtend, potansiyel olarak bulagici olan hayvansal kaynakl maddeler igerir. Normal kullanim
kosullarinda bu maddeler kullanici ile temas etmemektedir.

Saglanan Malzemeler

Her kutu sunlari igerir:
Uc (3) adet 2 mL'lik T-Cell Xtend monoklonal antikor (TT.610) sisesi.
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Saklama ve Stabilite

Acilmamis T-Cell Xtend reaktifi siselerini kutunun tzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar 2-8 °C'de
saklayin.

Acilimis ve yeniden kapatilmis siseleri 2-8 °C'de saklayin ve agildiktan sonra bu sire kutunun Gzerindeki
son kullanma tarihini gegmedikge 12 hafta iginde kullanin.

Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Ekipman ve Malzemeler

1. Heparinize kan alma tupleri.

2. FICOLL veya alternatif PBMC ayirma malzemeleri, 6rnegin Accuspin™ ve Leucosep tlpleri.

3. PBMC'leri ayirmak i¢in yogunluk santrifiijleme yéntemleri kullaniliyorsa PBMC izolasyonu igin en az 1800 RCF
(g) kapasiteli ve numuneleri oda sicakhiginda (18-25°C) muhafaza eden santrifi;.

4. Biyoguvenlik Seviyesi 2 (BL 2) kabin (6nerilir).

5. Pipetler ve steril pipet uglari.
6. ELISPOT Kkiti.

Prosediir

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

1. Tam kani lityum heparinli kan alma tiplerinde toplayin ve 32 saate kadar 10-25 °C’de saklayin.
2. Ticari bir ELISPOT testinde kullanmadan hemen 6nce, toplama tliplinin kapagini ¢ikardiktan sonra onerilen
hacimde pipetleyerek her bir mL tam kan igin 25 pL T-Cell Xtend reaktifi ekleyin.

3. Kapagi yerine takin ve kan alma tlpUnu 8 ila 10 kez yavasga ters gevirin.

4. Tam kani, T-Cell Xtend reaktifi ile oda sicakhidinda (18-25 °C) 20 + 5 dakika inkiibe edin.

5. FICOLL yogunluk gradyanl santrifijleme veya alternatif bir PBMC izolasyon yontemi kullanarak PBMC
fraksiyonunu izole edin.

6. ELISPOT Kiti Ureticisinin kullanim talimatlarini izleyerek PBMC’leri ELISPOT testi icin hazirlayin.

Not: Bireysel laboratuvarlar, yeterli miktara ulagsmak icin PBMC’lerin toplanmasi ve
ayrilmasi prosedurlerini valide etmelidir. Bu baglamda asagidakiler tavsiye edilir:

e Kan numuneleri, PBMC’ler daha sonra FICOLL yogunluk gradyani gibi
standart ayirma teknikleri kullanilarak ayrilmak tzere lityum heparinli kan alma
tiiplerinde toplanir. istenirse PBMC fraksiyonunu saflastirmak icin 6nceden
FICOLL ile doldurulmus Accuspin veya Leucosep tipleri gibi alternatif yontemler
kullanilabilir.

e Hastanin hucreleri; yeterli miktarda hlcre elde etmek Uzere, gerekirse icerdigi
kan es zamanli olarak toplanip islenmis olan birden fazla tip kullaniimasi
suretiyle bir havuzda toplanabilir.

Tipik olarak, bagisikhgi yeterli hastalarda testi galistirmaya yetecek miktarda PBMC
\vendz kan numunelerinden asagidaki yonergelere gore elde edilebilir:

*Yetigkinler ve 2 yasindan biyuk ¢ocuklarda: bir adet 6 mL’lik lityum heparin tip

+2 yas alti cocuklarda: bir adet 2 mL’lik pediatrik tip
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Reaktif Hazirlama

T-Cell Xtend reaktifi kullanima hazir olarak saglanir. Reaktif hazirligi gerekli degildir.

T-Cell reaktifini numuneve eklevin

T-Cell Xtend

isaretlevin

Oda sicakliginda 20 istenmeyen hiicreler, kirmizi kan hiicrelerine antikor kom-
dakika boyunca pleksleriyle baglanir.
inkiibe edin.

Numuneyi, FICOLL-PAQUE* PLUS'In
Uzerine bir katman halinde ekleyin.

| —— FICOLL-PAQUE PLUS

= Déndurin

Toplayin

Plazma ‘
Zenginlestirilmis huicreler
FICOLL-PAQUE* PLUS L !
Le ;g;— Zenginlestirilmis hiicreler

Kirmizi kan hicreleri ve w

istenmeyen hucreler

| ELISPOT Testine gegin

Sekil 1: T-Cell Xtend reaktifinin, venepunkturdan 32 saat sonrasina kadar saklanan/sevk edilen tam kanla kullaniimak tizere bir ELISPOT protokoliine nasil dahil
edilmesi gerektigini gosteren diyagram.
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Sinirlamalar

1. T-Cell Xtend reaktifi bir tani yardimcisidir. Test sonuglari, kullanilan tani testinin sonuglari
ile birlikte yorumlanmalidir.

Kalite Kontrol

T-Cell Xtend reaktifinin kurum igi testlerinde, venepunkturdan sonra 8 saatten daha kisa slire saklanan tam kan
numuneleri ile T-Cell Xtend reaktifiyle muamele edilmis ve 32 saate kadar saklanmis tam kan numuneleri
karsilastirildiginda, PBMC verimlerinde veya T hiicre populasyonlarinda énemli bir diisiis gorilmemistir.
Bireysel bir laboratuvarin kalite kontrol faaliyetlerinin bir pargasi olarak ilgili test sistemi i¢in hiicre sayma
yontemleri , yeterli miktarda PBMC elde edilebilmesini saglamak Uizere tasarlanmali ve valide edilmelidir. Ayrica,
kalite kontrol faaliyetleri, ilgili test sistemi igcinde T hiicrelerinden beklenen performansin elde edilmesini
sa@lamak Uzere tasarlanan pozitif ve negatif kontrollerin kullanimini igermelidir.

Performans Ozellikleri

Venepunkturdan sonra 32 saate kadar saklanan tam kan numunelerinin bir ELISPOT testiyle (T-SPOT®.TB
testi) islenmesi igin T-Cell Xtend reaktifinin hicre ayrimindan énce eklendigi ve eklenmedigi turde klinik
¢alismalar yurttilmustur.

T-Cell Xtend reaktifi kullanilan ve kullaniimayan T- SPOT.TB testlerine iliskin klinik calisma verilerine (3 bolge)
gore genel uyum %96.6'dir (340/352) [%95 GA %94.1-98.2].

Ciddi Olaylarin Bildirilmesi

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

- Bir hastanin, kullanicinin veya bagka bir kiginin élimu;

- Bir hastanin, kullanicinin veya bagka bir kisinin saglik durumunun gegici veya kalici olarak ciddi sekilde
bozulmasi;

- Ciddi bir halk saghgi 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 yuklemeleri ve daha fazla teknik bilgi i¢ in liitfen web sitemizi ziyaret edin:
www.oxfordimmunotec.com

S PI-TT.610-TK-V8


mailto:info@oxfordimmunotec.com
http://www.oxfordimmunotec.com/

ELISPOT icin PBMC'lerin Hazirlanmasinda Sorun Giderme Kilavuzu

Sorun Potansiyel Sebep . Olasi Coziim
Dusuk hicre verimi Lokopeni llave bir kan toplama tupu
ekleyin.
Kan alma hatasi Hicre Hazirlama Taplerini

(CPT, Becton Dickinson) veya
antikoagulan EDTA igceren kan
alma tuplerini kullanmayin.

Kan alma tipunin oda Numune toplamadan énce kan
sicakliginda (18-25°C) alma tipUndn oda sicakligina
olmamasi dengelendiginden emin olun.

Kan tasima iglemlerinin 10-
25°C'de yapildigindan emin
Kan saklanirken 10-25°C olun.

sicaklik saglanmamasi

Baska bir kan numunesi alin ve
testi tekrarlayin.

Kan saklama sUresinin onerilen
sureyi agmasi

Kirmizi kan hicresi Kan alma tapindn oda Numune toplamadan 6nce kan
kontaminasyonu sicakhginda (18-25°C) alma tupindn oda sicakhigina
olmamasi dengelendiginden emin olun.

Santrifijleme suresini 30
Hatali santrifijleme dakikaya ¢ikarin.

Santrifijin sogutmali olup
olmadigini kontrol edin.

Santrifljin freninin ¢alisip
calismadigini kontrol edin ve bu
adimlarin ureticinin FICOLL
aynmi talimatlarina uygun
olarak gerceklestirildiginden

emin olun.
Tanimlanmis veya belirgin Santriflijin dogru kalibre Santrifliji kalibre ettirin.
mononukleer katman edilmemesi
bulunmamasi
Santrifdj hizinin gok disuk 1500-1800 RCF Uretmek icin
olmasi santrifuj hizini artirin.
Santrifiij stresinin ¢ok kisa Santrifljleme suresini 30
olmasi dakikaya gikarin.
Hiperlipemik numune Aclik kan numunesi toplayin.
Gegersiz sonuglar Gegersiz sonuglarin sebebi bir | Yukaridaki béliimlere bakin.

dizi yanlis numune igleme
sorunu olabilir.
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Semboller Sozliugi

d Son kullanma tarihi (Y1l-Ay-Gin)

Lot Lot numarasi

Katalog numarasi

A Dikkat, kullanim talimatlarina bakin

ul Uretici firma

In vitro tani cihazi

\% “n” sayida test igin yeterli

Kullanim talimatlarina bakin

[ec [Rer] AB Yetkili Temsilcisi

1 Sicaklik sinirlamasi / Bu sicaklik aralijinda saklayin

T-SPOT, T-Cell Xtend ve Oxford Immunotec logosu, Oxford Immunotec Limited'in ticari markalaridir.
CPT ve Vacutainer, Becton, Dickinson and Company'nin ticari markalaridir.

Ficoll ve Ficoll-Paque, Global Life Sciences Solutions USA LLC'nin bir igtiraki olan

Cytiva'ni n tescilli ticari markalaridir. Accuspin, Sigma-Aldrich'in ticari markasidir.

T-Cell Xtend reaktifinin kullanimi asagidaki patentler ve bekleyen patentlerle
korunmaktadir: EP2084508, US9090871, CN1 01 529221, AU2007-303994, JP5992393,
IN289117, CA2665205

© 2023 Oxford Immunotec. Her hakki saklidir.

wlUretici: Oxford

Immunotec Ltd 143 Park

Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, 0X14 4SE, Birlesik Krallik
www.oxfordimmunotec.com

Avrupa Birligi Yetkili Temsilcisi:
Oxford Immunotec (Ireland)
Unit 3d North Point House,
North Point Business Park,
New Mallow Road, Cork, T23 AT2P
irlanda Cumhuriyeti

Revizyon Verilig tarihi Degisiklikler

numarasi

1-7 Ayrintilar, Oxford Immunotec'ten talep edilebilir.
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Oxford Immunotec Ltd.
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Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SE, Birlesik

SO0 Immunotec rodan, Onforipi, OX14 45, Bits C€

Tel: +44 (0)1235 442780
Fax: +44 (0)1235 442781

www.oxfordimmunotec.com
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