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DOMENIU DE UTILIZARE

Eprubeta de conservare CellSave este destinatd recoltarii si conservarii celulelor epiteliale
circulante (celule tumorale) din séngele integral in vederea utilizarii in procesul de enumerare
si fenotipizare.
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insotitoare
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INDICATII DE UTILIZARE
Eprubetele de conservare CellSave pot fi utilizate in monitorizarea celulelor epiteliale circulante
(celule tumorale), ceea ce poate contribui la managementul bolnavilor de cancer.

DESCRIEREA PRODUSULUI
Eprubetele CellSave sunt eprubete de recoltare a sangelui prelevat, care contin anticoagulant
EDTA si un conservant celular. In eprubeta vidata se pot recolta aproximativ 10 mL sange.
Interiorul eprubetei este steril. Eprubetele CellSave se folosesc impreuna cu instrumentele
Menarini Silicon Biosystems.

PRINCIPIU DE FUNCTIONARE

Eprubetele CellSave sunt eprubete de recoltare a sangelui destinate folosirii impreuna cu
instrumente standard de flebotomie de recolectare a sangelui venos. Eprubeta contine
300 pL de solutie care contine Na,EDTA si un conservant celular. EDTA fixeaza ionii de calciu,
impiedicand coagularea sangelui. Conservantul conserva morfologia si expresia antigenilor
la suprafata celulelor epiteliale. Fiecare eprubetd este golitd pentru a recolta 10,0 mL sange
venos integral urmand procedurile standard de flebotomie.

RESTRICTII

+ Volumul de sange recoltat variaza in functie de altitudine, temperatura ambianta,
presiunea barometricd, vechimea eprubetei, presiunea venoasa si tehnica de umplere.

+  Procesarea probelor trebuie realizatd in 96 ore de la recoltare.

+  Pentruanaliza celulelor putin numeroase/speciale cu ajutorul CELLTRACKS ANALYZERI®,
verificati integritatea probelor conform indicatiilor din Ghidul de utilizare al CELLTRACKS
ANALYZER lI°.

MASURI DE PRECAUTIE

1. Pastrarea eprubetelor la temperaturi mai mici sau la 0 °C poate duce la spargerea
acestora.

2. Nu indepartati dopul de cauciuc prin derulare cu degetul mare. Indepértati dopurile
aplicand o miscare de rasucire si tractiune.

3. Nu utilizati eprubetele care contin corpi straini.

4. Aplicatimasurile de precautie universala. Utilizati manusi, halate, ochelari de protectie
si alte echipamente individuale de protectie, precum si masurile de control tehnic
pentru a va proteja impotriva stropirii cu sdnge, scurgerii de sange si posibilei expuneri
la agenti patogeni transmisibili prin sange.

5. Toate obiectele de sticld sunt potential casante. Inainte de utilizare examinati
eventualele defecte ale sticlei survenite la transport, iar in timpul manevrarii luati
madsuri de precautie.

6. Manevrati probele biologice si obiectele ascutite de recoltare a sangelui (bisturie, ace,
adaptoare Luer si seturi de recoltare a sangelui) conform practicilor si procedurilor in
vigoare in institutiadumneavoastra. In cazul expunerii la probe biologice (de exemplu, in
cazul leziunii prin intepare), solicitati asistenta medicala adecvata deoarece exista riscul
de transmitere a hepatitei virale, HIV (SIDA) sau a altor boli infectioase. Daca dispozitivul
de recoltare a sangelui este prevézut cu protectie inclusa pentru ace folosite, aceasta
va fi utilizatd. Menarini Silicon Biosystems nu recomanda reaplicarea protectiei la acele
folosite. Practicile si procedurile impuse de institutia dumneavoastrd pot fi totusi diferite
si trebuie respectate in permanenta.

7. Aruncati toate obiectele ascutite de recoltare a sangelui in recipiente omologate
pentru deseuri infectioase.

8.  Nu se recomanda transferul unei probe prelevate folosind o seringa si un ac.
Manipularea suplimentara a obiectelor ascutite precum acele cu lumen gros creste
riscul intepaturilor accidentale.

9.  Transferul probelor dintr-o seringd intr-o eprubeta CellSave cu ajutorul unui dispozitiv
neascutit se va realiza cu atentie, avand in vedere motivele descrise maijos. Actionarea
pistonului seringii pe parcursul transferului poate crea o presiune pozitiva, care
deplaseaza fortat dopul si proba, conducand la imprdstierea si posibila expunere
la stropii de sange. Utilizarea unei seringi in vederea transferului de sange poate de
asemenea sa aiba ca rezultat umplerea excesiva sau insuficienta a eprubetelor, aceasta
ducand la un raport incorect sange-aditiv si la rezultate analitice posibil incorecte.
Eprubetele CellSave sunt concepute pentru a recolta un volum specific. Umplerea este
completa atunci cand sangele nu mai curge singur in eprubeta, desi unele eprubete
se pot umple partial ca urmare a tractiunii exercitate de piston, atunci cdnd recoltarea
se realizeaza cu ajutorul unei seringi.

10.  In cazul in care singele este recoltat prin cateterul de care este fixata o perfuzie
intravenoasa, goliti bine cateterul de solutia intravenoasd continutd, lasand sa
se evacueze cdteva picaturi de sange inaintea umplerii cu sange a eprubetelor
CellSave.

11. Umplerea insuficientd sau excesiva a eprubetelor va duce la un raport incorect
sange-aditiv si poate cauza rezultate analitice incorecte.

12.  Atentie: Probele vor fi transportate si pastrate la temperaturi de 15-30 °C. Refrigerarea
probelor de sange inainte de procesare poate influenta in mod negativ integritatea
acestora.

13. AVERTISMENT: Acest reactiv contine Imidazolidinil uree.n continuare sunt enumerate
frazele de pericol si frazele de precautie:’

H317 Poate provoca o reactie alergica a pielii.
Prevenire:
P261 Evitati sa inspirati praful/fumul/gazul/ceata/ vaporii/spray-ul.
P272 Nu scoateti imbracdmintea de lucru contaminata in afara locului de munca.
P280 Purtati manusi de protectie.
Interventie:
P333 + P313 In caz de iritare a pielii sau de eruptie cutanatd: consultati medicul.
P362 + P364 Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o inainte de reutilizare.
Eliminare:
P501 Aruncati continutul/recipientul la o centrald aprobatd de eliminare
a deseurilor.

Pentru informati suplimentare, va rugam sa consultati Fisa cu date de securitate la

www.cellsearchctc.com

Prevenirea improscarii cu continutul eprubetei
Deoarece eprubetele de conservare CellSave contin aditivi, este important sa se evite posibila
improscare a continutului eprubetei, existand riscul reactiilor adverse. Pentru a evita acest
inconvenient, respectati urmdtoarele masuri de precautie:

1. Pozitionati in jos bratul pacientului.

2. Tineti eprubeta cu dopul in sus.

3. Eliberati garoul imediat ce sangele incepe sa curga.

4. Asigurati-va ca solutia din interiorul eprubetei nu atinge dispozitivul de oprire sau

capatul acului in timpul punctiei venoase.

STOCARE

«  Paéstrati eprubetele la 4-30 °C. Nu folositi eprubetele in care aditivul nu este limpede si
incolor. Nu folositi eprubetele dupa data expirdrii.

. Pastrati eprubetele la temperaturi de 15-30 °C. In eventualitatea transportului in
conditii de temperatura extrema, poate fi necesara o izolare adecvata.

PROCEDURA

Materiale incluse

Eprubete de conservare CellSave. Continut: 300 pL solutie care contine: 4,6% Na,EDTA si 36%
conservant celular, 0,36% polietilenglicol, 0,46% ingrediente inerte.

Materiale necesare neincluse
Ace si adaptoare de recoltare a sangelui, tampoane cu alcool, garou

1. Executati punctia venoasa conform procedurii CLSI H3-A6, Procedura de recoltare a
probelor de sdnge pentru diagnostic prin punctie venoasd. In cazul in care recoltarea
urmeaza sa fie realizatd in mai multe tipuri de eprubete, recoltati initial in eprubetele
CellSave.

2. Umpleti eprubeta pand cand sangele se opreste singur.

3. Indepértati eprubeta din adaptor si rotiti-o usor de 8 ori pentru amestecarea
continutului. Rotirea eprubetei impiedicd coagularea. Neomogenizarea continutului
sau rotirea cu intarziere a eprubetei poate conduce la rezultate eronate ale analizei.

4. Analizati probele in termen de 96 ore de la recoltare. Pastrati probele la temperaturi
de 15-30°C.

EFECTUAREA PROCEDURII

Recuperare

Recuperarea a fost evaluatd prin completarea probelor cu cantitéti reduse de celule tumorale
(0, 50, 100 si 200 celule/7,5 mL) si cantitdti ridicate de celule tumorale (0, 100, 1 000 si
10000 celule/7,5 mL). La sangele de la 5 donatori normali recoltat in eprubete CellSave au fost
addugate celule SKBR-3 (linie celulara implicata in cancerul la sén). Probele au fost procesate si
marcate cu un colorant pe baza de acizi nucleici, anti-CD45-APC si anti-CK-PE, utilizand sistemul
semi-automat CELLPREP™ de procesare a probelor si au fost analizate cu ajutorul citometrului
de flux FACSCalibur cu bile pentru a permite calculul numarului absolut de celule. In cazul
experimentului constdnd in addugarea unei cantitati reduse de celule tumorale, ecuatia de
regresie a fost y=0,8x+4,7 iar coeficientul de corelatie a fost R2=0,98. In cazul experimentului
constand in addugarea unei cantitdti ridicate de celule tumorale, ecuatia de regresie a fost
y=0,9x+6,2 iar coeficientul de corelatie a fost R2=0,99.
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Tabelul 1. Date de recuperare pentru cantitati reduse si cantitati ridicate de celule tumorale

SKBR-3
Adaugarea unei cantitati Adaugarea unei cantitati
reduse de celule tumorale ridicate de celule tumorale
Donator 0 50 100 200 0 100 1000 10000
A 2 31 89 164 2 84 876 8259
B 2 44 97 141 4 74 775 8185
C 5 51 92 175 1 75 880 9342
D 1 46 81 153 2 118 846 8030
E 4 52 82 181 2 106 959 9014
Recuperare % 3 45 88 163 2 91 867 8566
medie 893%  882%  81,4% 913%  867%  857%

Substante de interferenta

Séangele recoltat de la 5 donatori normali a fost colectat in EDTA si eprubete CellSave si la acesta
s-au addugat aproximativ 800 celule SKBR-3. In eprubetele CellSave au fost adiugate substante
cu potential perturbator (hemoliza 5+, lipemie 1,94-2,04% grasime emulsionatd, icter 7,0 mg/dL)
pentru a determina efectul asupra recuperarii si a enumerarii celulelor tumorale. In cadrul sistemului
semi-automat CELLPREP™ de procesare a probelor au fost procesate probe in dublu exemplar
si au fost analizate cu ajutorul citometrului de flux FACSCalibur. Probele hemolizate, lipemice si
icterice de sange integral recoltate in eprubeta CellSave nu intervin in refacerea si numararea
celulelor tumorale.

Tabelul 2. Recuperarea celulelor tumorale addugate pentru 7,5 mL de sange integral

Control EDTA Control CellSave
Nr. celule Nr. celule % Nr. celule Nr. celule %
Donator | recuperate dopate Recuperare | recuperate dopate  Recuperare
M 452 828 55% 388 696 56%
A2 445 828 54% 486 696 70%
B1 802 749 107% 689 696 99%
B2 Al 749 95% 690 696 99%
a 580 m 75% 289 716 40%
Q 451 m 58% 272 716 38%
D1 571 m 74% 552 716 7%
D2 642 m 83% 636 716 89%
E1 610 m 79% 526 716 3%
E2 541 m 70% 535 716 75%
DS 581 75% 506 2%
medie 7 17% 150 22%
CellSave, hemoliza CeliSave, lipemie CellSave, icter
Nr.celule  Nr.celule % Nr.celule  Nr. celule % Nr.celule  Nr. celule %
Donator | recuperate dopate  Recuperare | recuperate dopate  Recuperare | recuperate  dopate  Recuperare
A 482 696 69% 664 696 95% 638 696 92%
A2 502 696 72% 691 728 95% 612 728 84%
B1 514 696 74% 748 696 107% 678 696 97%
B2 571 696 82% 712 696 102% 679 696 98%
a 499 716 70% 568 716 79% 561 716 78%
Q 470 716 66% 599 716 84% 514 716 2%
D1 582 716 81% 628 716 88% 651 716 91%
D2 551 716 7% 549 716 7% 589 716 82%
E1 571 716 80% 620 716 87% 554 716 77%
E2 499 716 70% 620 716 87% 584 716 82%
DS 524 74% 640 90% 606 85%
medie 4 6% 63 10% 55 9%

Conservarea antigenilor in vederea fenotipizarii

Capacitatea de a diferentia cu exactitate diferitele populatii celulare este afectatd de vechimea
probei la momentul analizei, exceptdnd cazul in care proba este conservata. Conservarea
leucocitelor demonstreaza calitatea probei in efectuarea analizei celulelor tumorale circulante.
Figura 1 prezintd un exemplu tipic de densitate a antigenului CD45 in diferite populatii celulare
din sange prelevat intr-o eprubeta EDTA standard si in eprubeta CellSave. Sangele a fost
analizat in decurs de 2 ore de la recoltare, apoi s-a repetat analiza dupa aproximativ 48 ore de
larecoltare. Gradul de separare dintre limfocite si granulocite este indicat de lungimea barelor
orizontale de pe axa X pentru fiecare dintre grafice. In eprubeta EDTA, separarea dintre cele
douad populatii celulare se diminueaza in timp. Separarea se pastreazd in eprubeta CellSave.
Sagetile dinfigura care indica populatiile de limfocite, monocite si granulocite prezinta devierea
acestor populatii celulare ca urmare a invechirii probelor de sange. Este astfel mai dificil sa se
faca distinctia intre aceste populatii celulare.

Figura 1. Separarea aglomerarilor de celule pe parcursul invechirii sangelui recoltat in
eprubete EDTA si CellSave.
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Calitatea probei
Calitatea probei este importantd in detectarea adecvatd a celulelor putin numeroase/speciale.
Integritatea leucocitelor din probele de sange imbogatite imunomagnetic pentru celule
epiteliale cu sistemul CELLPREP™ este o masurd excelenta a acestei calitati. Figura 2 prezinta
imagini ale marcarii nucleare (DAPI) a probelor sanguine recoltate in eprubete EDTA si CellSave
procesate dupd 24 ore cu ajutorul unui sistem CELLPREP™. Imaginile au fost obtinute utilizand
un obiectiv 10x pe un microscop fluorescent. In timp ce in proba recoltata in eprubeta EDTA
este prezenta o abundentd de material nuclear, in proba recoltatd in eprubeta CellSave sunt
prezente doar obiecte rotunde (leucocite).

Figura 2. Marcarea nucleara a leucocitelor in eprubetele EDTA si CellSave.
EDTA Eprubeta CellSave

CELLSEARCH®, CELLTRACKS
Silicon Biosystems Inc.

Aceasta tehnologie, incluzand produse si/sau componente asociate ale acestora si procedurile
si sistemele de instrumente descrise in prezentul, sunt protejate de patentele valabile pe
teritoriul SUA si patentele internationale corespunzatoare si cererile de brevet in curs de
omologare, incluzand unul sau mai multe dintre urmatoarele: Numere de patente in SUA
6,136,182; 6,551,843; 6,623,982; 6,790,366; 7,011,794 5i 7,332,288.
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