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Pro pouziti pfi odbéru a separaci perifernich mononuklearnich bunék z piné krve

PRIBALOVA INFORMACE

Pro diagnostické pouziti in vitro

Tento pfibalovy letak se vztahuje na pouZiti:

Zkumavky Leucosep™ (katalogové Cislo: LTK.615)

PI-LT.615-CZ-V7



Ucel pouziti
Zkumavky Leucosep jsou uréeny k odbéru a separaci perifernich mononuklearnich bunék (PBMC)

z plné krve. Zkumavky usnadrfiuji separaci PBMC z plné krve za pouziti polysacharidového roztoku
pro gradientni separaci pfed jejich uplatnénim v testech ELISPOT.

Uvod

Techniky ELISPOT vyuzivaji T buriky v PBMC separovanych z pIné krve. Jedna z metod separace
téchto bunék vyzaduje pouziti polysacharidového roztoku pro gradientni separaci. Tento postup
zahrnuje Fadu kroku, které je nutno provést peclivé, aby bylo dosazeno optimalnich vysledku.
Pouziti zkumavek Leucosep umoznuje snizit pocet jednotlivych krokl, uplatnéna metoda je
ddkladnéjsi a doba potfebna k provedeni separace je kratsi.

Princip metody

Zkumavky Leucosep byly vyvinuty s cilem dosahnout optimaini separace PBMC z lidské pIné krve
pomoci hustotni centrifugace. Zkumavky Leucosep obsahuji porézni bariéru v pruhledné
polypropylénové zkumavce. Tato biologicky inertni bariéra sestava z vysoce kvalitniho
polyethylenu. Zkumavka Leucosep nevyzaduje ¢asové naroCné a pracné vrstveni materialu vzorku
na polysacharidovy roztok pro gradientni separaci. Antikoagulovana pina krev se smisi s
kultivaénim médiem a poté se prelije do zkumavky Leucosep. Porézni bariéra brani smiseni krve
se separacnim médiem. Béhem centrifugace se PBMC nasledkem rozdilné hustoty separuji od
nezadoucich erytrocytll a shromazdi se na rozhrani nad separa¢nim médiem. Po dokonc&eni
separace brani bariéra nové kontaminaci vrstvy PBMC pfi jejim odebirani.

Upozornéni a bezpec¢nostni opatieni

1. Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

2. K pouziti pouze odbornymi pracovniky; provadéjici pracovnik musi byt fadné vySkolen, aby
mohly tento postup aplikovat.

3. Vzorky krve museji byt povazovany za potencialné nebezpeclné. Pfi manipulaci s materialem
lidského plvodu je nutno dbat zvySené opatrnosti.

4. Manipulace se vzorky plné krve a komponenty testu béhem jejich pouzivani, skladovani a
likvidace musi byt v souladu s postupy stanovenymi v pfisluSnych narodnich predpisech a
nafizenich tykajicich se ochrany pfed biologickym nebezpec&im.

5. VeSkeré odchyleni se od doporucenych postupl pipetovani, promyvacich technik, délky
centrifugace €i teploty mize narusit izolaci PBMC a ovlivnit tak vysledky testa.

6. Neodebirejte krev do zkumavek ur€enych k pfipravé bunék (CPT™, Becton Dickinson), ani do
zkumavek urCenych k odbéru krve s EDTA, nebot nejsou kompatibilni se zkumavkami
Leucosep.

7. Vzorky pIné krve neuchovavejte v chladni¢ce, ani je nezmrazujte. Pokud maji byt vzorky
zpracovany pomoci ¢inidla Xtend®, uchovavejte je a prepravujte do laboratore pfi teploté od
18-25 °C, resp. 10-25 °C.

8. Krev nesmi byt skladovana déle nez 8 hodin, anebo 32 hodin, pokud bude pozdéji zpracovana
Cinidlem T-Cell Xtend.

9. Kodbéru vzorku vendzni krve pouzivejte pouze nadobky k jednorazovému pouziti.

10. Nepouzivejte po uplynuti doby pouZzitelnosti.

11. P¥i pouzivani tohoto produktu pouzivejte asepticky postup.

12. Zkumavky Leucosep neskladujte na pfimém svétle.

13. Zkumavky Leucosep nepouzivejte, pokud jsou posSkozené, nebo pokud je polysacharidovy
roztok pro gradientni separaci znehodnocen, o ¢emz svédci jasné Zluta barva nebo pfitomnost
pevnych ¢astic v &irém roztoku.

14. Zkumavky Leucosep nepouzivejte opakované. Kazda zkumavka je uréena k jednorazovému
pouziti.

15. P¥i odbéru pIné krve postupujte dle pokynl pro zkumavky k odbéru vzorkl krve.
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Dodavany material

Kazda krabi¢ka obsahuje:

50 zkumavek Leucosep pfedem naplnénych polysacharidovym roztokem pro gradientni separaci.

CD s pribalovym letakem a bezpecénostnim listem.

Skladovani a stabilita

Uzavfené zkumavky uchovavejte pfi teploté 4-30 °C az do data pouzitelnosti uvedeného na obalu.
Otevieny vyrobek pak uchovavejte pfi pokojové teploté (18—25 °C) a upotfebte do 12 tydna po
otevieni vnéjSiho obalu, nebo pfed uplynutim data pouZitelnosti uvedeného na krabi¢ce podle toho,
co nastane dfive.

Potiebné vybaveni a materialy, které nejsou soucasti baleni

PO

®NoO O

Heparinizované zkumavky k odbéru krve.

Bunéc¢na kultivaéni média AIM-V®a RPMI-

Centrifugacni zkumavky 15 mL.

Centrifuga k frakcionaci perifernich mononuklearnich bunék dosahujici nejméné 1000 RCF
(9), ve které je mozno udrzet vzorky pfi pokojové teploté (18-25 °C).

SkFif 2. arovné biologické bezpecénosti (BL 2) (doporucena).

Pipety a sterilni Spicky.

Sada ELISPOT.

Mize byt pozadovano ¢inidlo T-Cell Xtend, pokud jsou pouzity vzorky star$i nez 8 hodin.

Postup

Poznamka: PFi nasledujicich krocich je nutno uplatnit zasady spravné laboratorni praxe:

1.

Pfed pouzitim zkumavek Leucosep zajistéte, aby byl jejich pozadovany pocet o pokojové
teploté (18-25 °C).

2. Pokud je polysacharidovy roztok pro gradientni separaci soustfedén nad porézni bariérou
(8kraloup), centrifugujte zkumavky Leucosep pfi 350 xg po dobu jedné minuty, aby se
polysacharidovy roztok pro gradientni separaci dostal pod Skraloup.

3. Vzorek plné krve prevratte a naredte v 15ml centrifugaéni zkumavce v poméru 5 dild krve na
3 dily bunécéného kultivaéniho média AIM-V nebo RPMI. Centrifugacni zkumavku nékolikrat
prevratte, aby se obsah promichal.

4. Nafedénou krev nalite pfimo do zkumavky Leucosep a centrifugujte pfi 1000 x g bez
prestavky po dobu 10 minut pfi teploté 18—25 °C.

5. Nasajte zkalenou vrstvu perifernich mononuklearnich bunék a v 15ml centrifugacni zkumavce
dopliite médiem AIM-V nebo RPMI do ~10 mL. Centrifugaéni zkumavku prevratte, aby se
obsah promichal.

6. Centrifugujte pfi 600 x g po dobu 7 minut. Supernatant zlikvidujte.

7. Buné&nou peletu resuspendujte s AIM-V nebo s RPMI, dopliite AIM-V nebo RPMI do ~10 mL
a centrifuguijte pfi 350 x g dalSich 7 minut.

8. Zlikvidujte supernatant a resuspendujte buné&nou peletu v objemu AIM-V (nikoli RPMI)
potfebném pro test ELISPOT.

9. Pokud potfebujete bunky pro antigenni stimulaci v testu ELISPOT, nafedte bunky pfisluSnym
zpusobem pomoci AIM-V (nikoli RPMI).

Omezeni

1.

Stejné jako u jinych separacnich metod, také zkumavky Leucosep mohou zménit podil
nékterych podskupin perifernich mononuklearnich bunék (napf. T a B bunék) oproti burikdam v
neseparované plné krvi. Tato zména je v béznych pfipadech pomérné nevyznamna.

Kontrola kvality

V ramci kontroly kvality jednotlivych laboratofi museji byt navrzeny a schvaleny metody pocitani
bunék, aby bylo zajisténo, Ze pro pfislusny testovaci systém bylo ziskano dostatené mnoZstvi
PBMC. Dale je tfeba zaijistit, aby byly pfi kontrole kvality laboratofe pouzity pozitivni a negativni
kontroly vyvinuté k zajisténi pfedpokladané vykonnosti T bunék v pfislusném testovacim systému.
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Charakteristika vykonu

Cerstva krev

Od 15 darct bylo ziskano 6 mL krve. Vzorky od jednotlivych darcl byly zpracovany béhem 8 hodin
po venepunkci. Vzorky byly zpracovany ve zkumavkach Leucosep s pouzitim separacniho média
na bazi polysacharézy. Buriky ziskané ze vSech vzorkl byly Zivotaschopné a funkéni v testu
ELISPOT.

Skladovana krev s pouzitim €inidla T-Cell Xtend

Byly ziskany vzorky krve od 205 darcu, které byly pouzity k testovani obnovy bunék pomoci
zkumavek Leucosep naplnénych separa¢nim médiem na bazi polysachardzy. Ziskano bylo 6 mL
krve na darce a odebrana krev byla zpracovana v rozmezi 29-32 hodin po venepunkci s pouzitim
reakéniho ¢inidla T-Cell Xtend.

Bunky ziskané ze vSech vzorku byly Zivotaschopné a funkéni v testu ELISPOT.

Poznamka::Doporucujeme pouzit 6 mL na darce. Pokles objemu krve miize mit vliv na obnovu
bunék.

Hlaseni zavaznych pfihod

Dojde-li v souvislosti s timto prostfedkem k zavazné pfihodé, musi byt nahlaSena zakaznickému
servisu. Ve CElenskych statech Evropské unie musi byt zdvazné pfihody hlaSeny také pfislusnym
organim dané zemé (ministerstvu odpovédnému za zdravotnické prostfedky pro diagnostické
pouziti in vitro). Informace o tom, jak se obratit na pfislusny organ, naleznete na vladnich webovych
strankach. Pfihoda se oznaduje jako ,zavazna pfihoda“, pokud pfimo &i nepfimo vedla, mohla vést
nebo muze vést k:

— Umrti pacienta, uZivatele nebo jiné osoby,

— docasnému nebo permanentnimu zavaznému zhorSeni zdravotniho stavu pacienta,
uZivatele nebo jiné osoby,

— zavaznému ohroZeni vefejného zdravi.

Kontaktni informace zakaznického servisu

Oxford Immunotec Ltd

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

E-mail: info@oxfordimmunotec.com

Podpurné dokumenty vyrobku ke stazeni a dal$i technické informace naleznete na nasi webové
strance:
www.oxfordimmunotec.com
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Navod k feseni problém pfi odbéru a separaci perifernich mononuklearnich bunék pro test

ELISPOT

Problém

Mozna pricina

Mozné reSeni

Ziskani malého poctu bunék

Leukopenie

Nespravny odbér krve

Zkumavka ucena k odbéru
krve nema pokojovou teplotu
(18-25 °C)

Krev neni uchovavana
pfi poZzadované teploté

Nebyly uplatnény doporucené
objemy nebo fedéni

Pridejte dalSi zkumavku na
odbér krve

CPT a zkumavky na odbér krve
s EDTA nejsou kompatibilni se
zkumavkami Leucosep

Nechte zkumavku uréenou
k odbéru krve uvést na
pokojovou teplotu

Zajistéte, aby byla krev
pfepravovana pfi teploté 18—
25 °C nebo 10-25 °C, pokud je
pouzito ¢inidlo T-Cell Xtend

Zaijistéte, aby byly dodrZzovany
spravné pokyny

Kontaminace ¢ervenymi
krvinkami

Krev neni uchovavana
pfi pozadované teploté

Zkumavka u¢ena k odbéru
krve nema pokojovou teplotu
(18-25 °C)

Krev neni naredéna

Prevraceni vzorku krve ve
zkumavce Leucosep

Nespravna centrifugace

Neuplna separace vzorku

Zajistéte, aby byla krev
pfepravovana pfi teploté 18—
25 °C nebo 10-25 °C, pokud je
pouzito ¢inidlo T-Cell Xtend

Nechte zkumavku uréenou
k odbéru krve uvést na
pokojovou teplotu

Zaijistéte, aby byl dodrzen
postup fedéni krve

Zajistéte, aby byla zkumavka
Leucosep pred centrifugaci ve
svislé poloze

Zajistéte, aby byly dodrzeny
pokyny k centrifugaci

Zkontrolujte, zda je centrifuga
schopna chladit pfi teploté 18—
25°C

Zkontrolujte, zda je brzda
centrifugy vypnuta

Prodluzte krok centrifugace o 10
minut
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Problém

Mozna pficina

Mozné resSeni

Neohrani¢ena nebo nezretelna
mononuklearova vrstva

Neuplna separace vzorku
Centrifuga neni spravné
kalibrovana

Nespravna centrifugace

Hyperlipidemicky vzorek

Prodluzte krok centrifugace o 10
minut

Provedte kalibraci centrifugy
Zaijistéte, aby byly dodrzeny
pokyny k centrifugaci

Odeberte vzorek na lacno

Neplatné vysledky

Neplatné vysledky mohou byt
zpusobeny Ffadou problém
spojenych s nespravnou
manipulaci se vzorky

Viz vy3e uvedené oddily

Vysvétlivky znacka

g Pouzit do / Datum exspirace (rok-mésic-den)
Cislo sarze

Katalogové Cislo

A Pozor, viz navod k pouziti

wl Vyrobce

v Staci pro ,n” testd

Prostfedek pro diagnostiku in vitro

I Teplotni omezeni / Skladovat pfi teploté mezi
e Viz navod k pouziti

[Ec [REP]  Zplnomocnény zastupce pro EU

Loga T-Cell Xtend a Oxford Immunotec jsou ochrannymi znamkami spole¢nosti Oxford Immunotec

Limited.

Leucosep je ochrannou znamkou spole¢nosti Greiner Bio-One.
AIM-V je ochranna znamka spolecnosti Life Technologies Corporation.
CPT je ochranna znamka spole¢nosti Becton, Dickinson and Company.

Pouziti €inidla T-Cell Xtend je chranéno nasledujicimi patenty a patenty v fizeni:
EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

© 2023, Oxford Immunotec Limited. VSechna prava vyhrazena.
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sl Vyrobce:

Oxford Immunotec Ltd

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

[Ec [REP] Zplnomocnény zastupce pro EU:
Oxford Immunotec (Ireland)

Unit 3d North Point House,

North Point Business Park,

New Mallow Road,

Cork, T23 AT2P

Irska republika

Cislo revize Datum vydani | Upravy
14 Fjodrobnosti k dispozici na vyzadani od spole¢nosti Oxford Immunotec.
5 Cerven 2022 Zmeéna adresy vyrobce. Pfidani historie revizi. Pfidani

pokynU k hlaseni zavaznych pfihod. Pfidani EC REP a
dovozce pro Evropskou unii podrobnosti.

fijna 2022 Skrtnout podrobnosti Dovozce pro Evropskou unii

~N (O

Listopad 2023 Odstranéni vyrazu "spole¢nost PerkinElmer" z loga

Abingdon, Oxfordshire, OX14 4SE, Spojené kralovstvi.

0@0
000 | mmun OteC Tel.: +44 (0)1235 442780

Fax: +44 (0)1235 442781

Oxford | tec Ltd.
000 Oxford g o Immunotee L C €

www.oxfordimmunotec.com
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