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Εκπαιδευτικές πληροφορίες 
 
Ενδεικνυόµενη Χρήση 

Το αντιδραστήριο T-Cell Xtend προορίζεται για χρήση στην παρασκευή Τ κυττάρων κεκαθαρµένων 
από ολικό αίµα.  Το αντιδραστήριο θα επιτρέψει σε εργαστήρια να αποµονώσουν λεµφοκύτταρα 
από ολικό αίµα για έως 32 ώρες έπειτα από φλεβοπαρακέντηση για προσδιορισµό µέσω µιας 
εµπορικής διαδικασίας ELISPOT. 
 
Εισαγωγή 

Γενικά, οι τεχνικές ELISPOT έχουν επικυρωθεί για την επεξεργασία δειγµάτων αίµατος εντός 8 
ωρών από τη φλεβοπαρακέντηση. Αυτή η χρονική κλίµακα για το χειρισµό αίµατος ενδέχεται να 
επηρεάσει το προσωπικό και τις διαδικασίες του εργαστηρίου περιορίζοντας τη ροή εργασίας για τη 
διεξαγωγή του προσδιορισµού. Η ένταξη του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend στη διαδικασία ELISPOT 
οδηγεί σε αυξηµένη ευελιξία για το εργαστήριο. ∆είγµατα αίµατος µπορούν να αποσταλούν ή/και να 
φυλαχτούν ολονύκτια χωρίς καµία επίδραση στη λειτουργία ή στην επίδοση των Τ κυττάρων.  
 
Αρχή της µεθόδου 

Η χρήση του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend ως βοήθηµα στο διαχωρισµό των λεµφοκυττάρων από 
ολικό αίµα βελτιώνει την επιµελητεία της επεξεργασίας προσδιορισµών ELISPOT µε αποθηκευµένα 
δείγµατα. Τα Τ κύτταρα, που αποµονώνονται από ολικό αίµα ολονύκτιας φύλαξης δείχνουν 
µειωµένες αποκρίσεις στη διέγερση µε αντιγόνα σε προσδιορισµούς ELISPOT, κυρίως λόγω 
επιµόλυνσης κυτταρικών πληθυσµών στη στοιβάδα µονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίµατος 
(PBMC).  Το αντιδραστήριο T-Cell Xtend περιέχει µονοκλωνικά αντισώµατα τύπου BsMAb που 
στρέφονται κατά των δεικτών της επιφάνειας των κυττάρων, σε επιλεγµένα λευκά αιµοσφαίρια, και 
της γλυκοφορίνης Α στα ερυθρά αιµοσφαίρια. Το αντιδραστήριο T-Cell Xtend συνδέει µε 
διασταυρούµενο τρόπο τα επιλεγµένα λευκά αιµοσφαίρια µε τα ερυθρά αιµοσφαίρια, γεγονός που 
αυξάνει την πυκνότητα των επιλεγµένων κυττάρων. Όταν εφαρµόζεται διαβάθµιση πυκνότητας κατά 
την εκχύλιση µε FICOLL*, τα επιλεγµένα λευκά αιµοσφαίρια παραµένουν διαχωρισµένα εντός της 
στοιβάδας των ερυθρών αιµοσφαιρίων, µακριά από τη στοιβάδα PBMC.  Μη επιλεγµένα κύτταρα, 
περιλαµβανοµένων Τ κυττάρων και αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, περιέχονται στη στοιβάδα 
PBMC. Μελέτες έχουν δείξει ότι η λειτουργικότητα των Τ κυττάρων, που παρασκευάζονται 
χρησιµοποιώντας το αντιδραστήριο T-Cell Xtend έπειτα από ολονύχτια αποθήκευση αίµατος, είναι 
συγκρίσιµη µε εκείνο που λαµβάνεται από φρέσκο αίµα.  
 
Προειδοποιήσεις και Προφυλάξεις 

1. Για in vitro διαγνωστική χρήση µόνο. 
2. Για επαγγελµατική χρήση µόνο. Οι χειριστές πρέπει να έχουν εκπαιδευτεί γι’ αυτή τη 

διαδικασία. 
3. Τα δείγµατα αίµατος θα πρέπει να θεωρούνται δυνητικώς επικίνδυνα. Θα πρέπει να δίνεται 

προσοχή κατά το χειρισµό υλικού ανθρώπινης προέλευσης.  
4. Ο χειρισµός των δειγµάτων ολικού αίµατος και των συστατικών του προσδιορισµού, κατά τη 

χρήση, τη φύλαξη και την απόρριψη θα πρέπει να διεξάγεται σύµφωνα µε τις διαδικασίες που 
ορίζουν οι ισχύοντες εθνικοί κανονισµοί ή οδηγίες περί ασφάλειας από βιολογικούς κινδύνους. 

5. Οποιαδήποτε απόκλιση από τις συνιστώµενες διαδικασίες για µεταφορά µε πιπέτα, τεχνικές 
πλύσης, χρόνους επώασης ή/και θερµοκρασίες ενδέχεται να επηρεάσουν τα αποτελέσµατα 
των εξετάσεων. 

6. Μην συλλέγετε αίµα σε σωλήνες κυτταρικών παρασκευασµάτων (CPT™, Becton Dickinson) ή 
σωλήνες συλλογής αίµατος EDTA, καθώς δεν είναι συµβατά µε το αντιδραστήριο T-Cell 
Xtend. 

7. Μην ψύχετε ή καταψύχετε δείγµατα ολικού αίµατος. Φυλάσσετε και µεταφέρετε τα δείγµατα 
αίµατος στο εργαστήριο σε θερµοκρασία µεταξύ 10-25°C. 

8. Προσθέτετε το αντιδραστήριο T-Cell Xtend στο ολικό αίµα πριν την επεξεργασία του 
δείγµατος. 

9. Μην αραιώνετε ή προσθέτετε άλλα συστατικά απευθείας στο αντιδραστήριο T-Cell Xtend. 

10. Να χρησιµοποιείτε µόνο  σωληνάρια µίας χρήση για συλλογή δειγµάτων φλεβικού αίµατος. 
11. Μην αναµιγνύετε διαφορετικές παρτίδες σε ένα µεµονωµένο δείγµα ασθενούς. 
12. Μην χρησιµοποιείτε πέραν της ηµεροµηνίας λήξης.  
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13. Μην χρησιµοποιείτε µε δείγµα ολικού αίµατος το οποίο έχει αποθηκευτεί για περισσότερο από 
32 ώρες. 

14. Χρησιµοποιήστε άσηπτες τεχνικές όταν χρησιµοποιείτε το παρόν προϊόν. 
 
Παρεχόµενα υλικά 

Κάθε κουτί περιέχει: 

Τρία (3) φιαλίδια των 2ml µονοκλωνικών αντισωµάτων T-Cell Xtend. 

Φύλαξη και σταθερότητα  

Φυλάσσετε τα µη-ανοιγµένα φιαλίδια του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend στους 2-8˚C, µέχρι την 
ηµεροµηνία λήξης που αναγράφεται στο κουτί.  Φυλάσσετε τα ανοιγµένα και επανασφραγισµένα 
φιαλίδια στους 2-8˚C και χρησιµοποιήστε εντός 12 εβδοµάδων από το άνοιγµα, εκτός εάν το 
διάστηµα υπερβαίνει την ηµεροµηνία λήξης που υπάρχει πάνω στο κουτί.  
 
Εξοπλισµός και υλικά που απαιτούνται αλλά δεν παρέχονται 

1. Ηπαρινισµένα σωληνάρια συλλογής αίµατος. 
2. FICOLL ή εναλλακτικά υλικά διαχωρισµού PBMC, δηλ. σωληνάρια Accuspin™ και Leucosep. 
3. Μια φυγόκεντρος για την αποµόνωση των PBMC ικανή για τουλάχιστον 1800 RCF (g) και 

ικανή να διατηρεί τα δείγµατα σε θερµοκρασία περιβάλλοντος (18-25˚C), εάν 
χρησιµοποιούνται µέθοδοι φυγοκέντρησης πυκνότητας για το διαχωρισµό των PBMC. 

4. Θάλαµος Επιπέδου Βιοασφάλειας 2 (BL2) (συνιστάται). 
5. Πιπέτες και στείρα  ρύγχη πιπέτας. 
6. Κιτ ELISPOT. 

 
∆ιαδικασία 

Σηµείωση: Τα ακόλουθα βήµατα θα πρέπει να πραγµατοποιούνται χρησιµοποιώντας τις 
αρχές της ορθής εργαστηριακής πρακτικής: 

1. Συλλέξτε ολικό αίµα σε σωληνάρια συλλογής αίµατος ηπαρίνης λιθίου και φυλάσσετε για έως 
32 ώρες στους 10-25˚C. 

2. Αµέσως πριν από τη χρήση σε ένα εµπορικό προσδιορισµό ELISPOT, προσθέστε 25µl από 
το αντιδραστήριο T-Cell Xtend ανά ml ολικού αίµατος αφαιρώντας το καπάκι του σωληναρίου 
συλλογής και µεταφέροντας µε πιπέτα το συνιστώµενο όγκο. 

3. Επανατοποθετήστε το καπάκι και αναστρέψτε απαλά το σωληνάριο συλλογής αίµατος 8 έως 
10 φορές. 

4. Επωάστε το ολικό αίµα µε το αντιδραστήριο T-Cell Xtend για 20 ± 5 λεπτά σε θερµοκρασία 
περιβάλλοντος (18-25˚C). 

5. Αποµονώστε το κλάσµα PBMC χρησιµοποιώντας φυγοκέντρηση διαβάθµισης πυκνότητας 
FICOLL ή εναλλακτική µέθοδο αποµόνωσης PBMC. 

6. Προετοιµάστε τα PBMC για τον προσδιορισµό ELISPOT ακολουθώντας τις οδηγίες χρήσης 
του κατασκευαστή του κιτ ELISPOT. 
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Σηµείωση: Τα εκάστοτε εργαστήρια θα πρέπει να επικυρώνουν τις διαδικασίες τους για 
τη συλλογή και το διαχωρισµό των PBMC ώστε να λαµβάνουν επαρκείς αριθµούς. 
Συνιστάται: 

• Τα δείγµατα αίµατος να συλλέγονται σε σωληνάρια συλλογής αίµατος ηπαρίνης 
λιθίου µε τα PBMC να διαχωρίζονται ακολούθως χρησιµοποιώντας καθιερωµένες 
τεχνικές διαχωρισµού, όπως η διαβάθµιση πυκνότητας FICOLL.  Εναλλακτικές 
µέθοδοι για τον καθαρισµό του κλάσµατος PBMC µπορούν να χρησιµοποιηθούν 
εάν είναι επιθυµητό, π.χ. προγεµισµένα µε FICOLL σωληνάρια Accuspin ή 
Leucosep.   

• Τα κύτταρα ενός ασθενούς µπορούν να συνενωθούν, εάν απαιτείται, προκειµένου 
να ληφθούν επαρκή κύτταρα από πολλαπλά σωληνάρια αίµατος τα οποία έχουν 
συλλεχθεί και επεξεργάζονται ταυτοχρόνως. 

Συνήθως, για έναν ασθενή µε ανοσολογική ανεπάρκεια , επαρκή PBMC για την εκτέλεση 
του προσδιορισµού µπορούν να ληφθούν από δείγµατα φλεβικού αίµατος σύµφωνα µε 
τις ακόλουθες κατευθυντήριες οδηγίες: 

• Ενήλικες και παιδιά ηλικίας άνω των 2 ετών: ένα σωληνάριο ηπαρίνης λιθίου των 
6ml 

• Παιδιά ηλικίας έως 2 ετών: ένα παιδιατρικό σωληνάριο των 2ml 

 
Προετοιµασία αντιδραστηρίου 

Το αντιδραστήριο T-Cell Xtend παρέχεται έτοιµο προς χρήση.  ∆εν απαιτείται προετοιµασία του 
αντιδραστηρίου.   
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Εικόνα 1:  ∆ιάγραµµα που δείχνει πώς το αντιδραστήριο T-Cell Xtend θα πρέπει να ενσωµατωθεί σε ένα πρωτόκολλο 

ELISPOT για χρήση µε αποθηκευµένο/απεσταλµένο ολικό αίµα έως 32 ώρες µετά τη φλεβοπαρακέντηση. 
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Περιορισµοί 

1. Το αντιδραστήριο T-Cell Xtend είναι ένα διαγνωστικό βοήθηµα. Τα αποτελέσµατα της 
εξέτασης θα πρέπει να ερµηνεύονται σε συνδυασµό µε τα αποτελέσµατα της διαγνωστικής 
εξέτασης που χρησιµοποιείται. 

 
Ποιοτικός έλεγχος  

Εσωτερικός έλεγχος του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend δεν έχει δείξει σηµαντική µείωση στην 
παραγωγή PBMC ή πληθυσµών Τ κυττάρων, όταν συγκρίνονται δείγµατα ολικού αίµατος 
αποθηκευµένα για λιγότερες από 8 ώρες µετά τη φλεβοπαρακέντηση µε δείγµατα ολικού αίµατος 
αποθηκευµένα για έως 32 ώρες στα οποία χορηγήθηκε το αντιδραστήριο T-Cell Xtend.  Ως µέρος 
µιας ενέργειας ποιοτικού ελέγχου ενός µεµονωµένου εργαστηρίου, µέθοδοι καταµέτρησης 
κυττάρων θα πρέπει να σχεδιαστούν και να επικυρωθούν προκειµένου να διασφαλιστεί ότι επαρκή 
PBMC έχουν ληφθεί για το σχετικό σύστηµα εξέτασης.  Επιπλέον, ενέργειες ποιοτικού ελέγχου θα 
πρέπει να εφαρµόζουν τη χρήση θετικών και αρνητικών µαρτύρων που έχουν αναπτυχθεί ώστε να 
εξασφαλίσουν την αναµενόµενη απόδοση των Τ κυττάρων εντός του σχετικού συστήµατος 
εξέτασης. 
 
Χαρακτηριστικά απόδοσης 

∆ιεξήχθησαν κλινικές µελέτες µε και χωρίς προσθήκη του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend πριν από το 
διαχωρισµό των κυττάρων για την επεξεργασία δειγµάτων ολικού αίµατος µε προσδιορισµό 
ELISPOT (ανάλυση T-SPOT

®
.TB), τα οποία έχουν αποθηκευτεί για έως και 32 ώρες µετά τη 

φλεβοπαρακέντηση. 
 
Το γενικό ποσοστό συµφωνίας για τα δεδοµένα της κλινικής µελέτης (3 κέντρα) ανάµεσα στην 
ανάλυση T-SPOT.TB µε και χωρίς το αντιδραστήριο T-Cell Xtend ήταν 96,6% (340/352) [95% CI 
94,1-98,2%]. 
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Αντιµετώπιση προβληµάτων στην προετοιµασία των PBMC για ELISPOT 
 

Πρόβληµα Πιθανό αίτιο Πιθανή λύση 

Χαµηλή παραγωγή κυττάρων Λευκοπενία 
 
 
Λανθασµένη συλλογή αίµατος 
 
 
 
 
 
Το σωληνάριο συλλογής 
αίµατος δεν βρίσκεται σε 
θερµοκρασία δωµατίου 
(18-25˚C) 
 
 
Η φύλαξη αίµατος δεν είναι 
στους 10-25˚C 
 
Η φύλαξη αίµατος είναι πέραν 
του συνιστώµενου χρόνου 

Προσθέστε επιπρόσθετο 
σωλήνα συλλογής αίµατος 
 
Μη χρησιµοποιείτε σωληνάρια 
προετοιµασίας κυττάρων (CPT, 
Becton Dickinson) ή σωληνάρια 
συλλογής αίµατος που 
περιέχουν αντιπηκτικό EDTA  
 

Βεβαιωθείτε ότι το σωληνάριο 
συλλογής αίµατος έχει έρθει σε 
θερµοκρασία δωµατίου πριν 
από τη συλλογή του δείγµατος 
 
 
Βεβαιωθείτε ότι η αποστολή του 
αίµατος είναι στους 10-25˚C 
 
Συλλέξτε άλλο ένα δείγµα 
αίµατος και επαναλάβετε την 
εξέταση 

Μόλυνση ερυθρών 
αιµοσφαιρίων 

Το σωληνάριο συλλογής 
αίµατος δεν βρίσκεται σε 
θερµοκρασία δωµατίου 
(18-25˚C) 
 
 
Ακατάλληλη φυγοκέντρηση 

Βεβαιωθείτε ότι το σωληνάριο 
συλλογής αίµατος έχει έρθει σε 
θερµοκρασία δωµατίου πριν 
από τη συλλογή του δείγµατος 
 
Αυξήστε το χρόνο 
φυγοκέντρησης στα 30 λεπτά 
 
Ελέγξτε ότι η φυγόκεντρος είναι 
ψυχόµενη. 
 
Ελέγξτε ότι η φυγόκεντρος έχει 
φρένο που λειτουργεί και 
εξασφαλίστε ότι τα βήµατα αυτά 
πραγµατοποιούνται σύµφωνα 
µε τις οδηγίες του κατασκευαστή 
για το διαχωρισµό FICOLL  

Μη καθορισµένη ή ευδιάκριτη 
στοιβάδα µονοπύρηνων 

Η φυγόκεντρος δεν είναι σωστά 
βαθµονοµηµένη 
 
Η ταχύτητα της φυγόκεντρου 
είναι πολύ χαµηλή 
 
 
Ο χρόνος του φυγοκεντρωτή 
είναι πολύ µικρός 
 
Υπερλιπαιµικό δείγµα 

Βαθµονοµήστε τη φυγόκεντρο  
 
 
Αυξήστε την ταχύτητα της 
φυγόκεντρου ώστε να αποδίδει 
1500-1800 RCF 
 
Αυξήστε το χρόνο 
φυγοκέντρησης στα 30 λεπτά 
 
Συλλέξτε δείγµα αίµατος 
νηστείας 

Άκυρα αποτελέσµατα Άκυρα αποτελέσµατα µπορεί να 
προκαλούνται από διάφορα 
θέµατα λανθασµένου χειρισµού 
δειγµάτων 

Ανατρέξτε στις παραπάνω 
ενότητες 
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Βιβλιογραφικές αναφορές 

1. NCCLs procedure H3 – A5, Procedures for the collection of diagnostic blood specimens by 
venepuncture 

 
Γλωσσάριο συµβόλων 
 

» Χρήση έως/Ηµεροµηνία λήξης (Έτος-Μήνας-Ηµέρα) 
3  Αριθµός παρτίδας 
4 Αριθµός καταλόγου 
´  Προσοχή, βλ. οδηγίες χρήσης 
Ó  Παραγωγός 
i Επαρκές για δοκιµασίες “n” 
1 In vitro διαγνωστική συσκευή 
j Περιορισµός θερµοκρασίας/∆ιατηρήστε σε θερµοκρασία µεταξύ 
² Συµβουλευτείτε τις οδηγίες χρήσης 
 
Οι ονοµασίες T-SPOT, T-Cell Xtend και ο λογότυπος Oxford Immunotec αποτελούν εµπορικές ονοµασίες της 
Oxford Immunotec Limited. 
Η ονοµασία CPT αποτελεί εµπορική ονοµασία της Becton Dickinson. 
* Οι ονοµασίαες FICOLL και FICOLL-PAQUE αποτελούν εµπορικές ονοµασίες των εταιρειών οµίλου GE. 
Η ονοµασία Accuspin αποτελεί εµπορική ονοµασία της Sigma-Aldrich. 
 
Η χρήση του αντιδραστηρίου T-Cell Xtend προστατεύεται από τα ακόλουθα διπλώµατα ευρεσιτεχνίας και 
διπλώµατα ευρεσιτεχνίας που βρίσκονται στο στάδιο της έγκρισης: 
WO 2008/041004 
 
© Oxford Immunotec Limited, 2011. Με την επιφύλαξη παντός δικαιώµατος. 

 
 
Παραγωγός: 
Oxford Immunotec Ltd 
94C Milton Park, Abingdon 
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