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ULOTKA INFORMACYJNA

Do stosowania w diagnostyce in vitro

Niniejsza ulotka informacyjna zawiera informacje na temat stosowania:

Probowek Leucosep™ (numer katalogowy: LTK.615)
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Przeznaczenie

Probéwki Leucosep sg przeznaczone do pobierania i separacji jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear cells) z prébki krwi petnej. Probowki utatwiajg
separacje komoérek PBMC od krwi petnej za pomocg roztworu na bazie polisacharozy do separacji w
gradiencie przed uzyciem tych komérek w oznaczeniach ELISPOT.

Wprowadzenie

Techniki ELISPOT wykorzystujg limfocyty T w komérkach PBMC, ktére zostaty oddzielone od krwi
petnej. Jedna metoda separacji tych komérek wymaga zastosowania roztworu na bazie
polisacharozy do separacji w gradiencie. Procedura ta obejmuje kilka krokéw, ktére nalezy
wykonywaé z zachowaniem ostroznosci, aby zapewnié¢ optymalne wyniki. Zastosowanie probéwek
Leucosep zmniejsza liczbe krokéw, czynigc procedure bardziej niezawodng i skraca czas potrzebny
na przeprowadzenie procedury separacji.

Zasada metody

Probéwki Leucosep zostaly opracowane w celu osiggniecia optymalnej separacji komérek PBMC od
ludzkiej krwi petnej poprzez wirowanie w gradiencie gestosci. Probowki Leucosep zawierajg
porowatg bariere w przezroczystej probéwce polipropylenowej. Ta biologicznie obojetna bariera
skfada sie z polietylenu wysokiej jakosci. Probéwka Leucosep eliminuje czasochtonne i pracochtonne
naktadanie materiatu na roztwor na bazie polisacharozy do separacji w gradiencie. Krew petna z
antykoagulantem jest mieszana z podiozem hodowlanym, a nastepnie wlewana do probowki
Leucosep. Porowata bariera zapobiega mieszaniu krwi z podiozem separacyjnym. Podczas
wirowania komérki PBMC s3g oddzielane od niepozadanych erytrocytéw ze wzgledu na ich rézng
gestosé, a nastepnie zbierane w powierzchni rozdzielajgcej nad podiozem separujgcym. Po
zakonczeniu separacji bariera zapobiega ponownemu zanieczyszczeniu warstwy komérek PBMC
podczas jej usuwania.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

1. Woylgcznie do diagnostyki in vitro.

2.  Whytacznie do uzytku przez fachowy personel; uzytkownicy muszg zostaé przeszkoleni w
zakresie tej procedury.

3. Prébki krwi nalezy traktowaé jako potencjalnie niebezpieczne. Podczas pracy z materiatem
pochodzenia ludzkiego nalezy zachowac ostroznosc.

4. Praca z prébkami krwi petnej i komponentami oznaczen podczas stosowania, przechowywania
i utylizacji powinna odbywac¢ sie zgodnie z procedurami okreslonymi w odpowiednich krajowych
wytycznych lub przepisach dotyczgcych bezpieczenstwa w zakresie zagrozenia biologicznego.

5. Wszelkie odstepstwa od zalecanych procedur pipetowania, technik mycia, czaséw i/lub temperatur
wirowania mogg wptyng¢ na czystos¢ izolatéw komoérek PBMC i wyniki kolejnych testow.

6. Nie nalezy pobiera¢ krwi do probéwek do separacji komérek (CPT™, Becton Dickinson) ani
probéwek do pobierania krwi EDTA, poniewaz sg one niekompatybilne z probéwkami Leucosep.

7. Nie chiodzi¢ ani nie zamrazal prébek krwi peinej. Probki krwi nalezy przechowywac i
transportowa¢ do laboratorium w temperaturze 18-25°C lub 10-25°C, jesli prébki majg by¢
poddawane dziataniu odczynnika Xtend®.

8. Krew nie powinna by¢ przechowywana dtuzej niz 8 godzin lub 32 godziny, jezeli pdzniej bedzie
poddawana dziataniu odczynnika T-Cell Xtend.

9. Do pobierania prébek krwi zylnej nalezy uzywaé wytacznie pojemnikéw jednorazowego uzytku.

10. Nie stosowac po uptywie terminu waznosci.

11. Podczas uzywania tego produktu nalezy stosowac techniki aseptyczne.

12. Probowki Leucosep nalezy przechowywac z dala od bezposredniego oddziatywania Swiatta.

13. Nie uzywac, jesli proboéwki Leucosep sg uszkodzone lub jesli roztwér na bazie polisacharozy do
separacji w gradiencie ulegt degradacji, na co wskazuje pojawienie sie wyraznego zoéttego
koloru lub czgstek statych w przezroczystym roztworze.

14. Probowek Leucosep nie nalezy uzywaé ponownie. Kazda probéwka jest przeznaczona do

jednorazowego uzytku.
15. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczacymi pobierania krwi petnej do odpowiednich
probéwek.
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Dostarczane materialy
Kazde pudetko zawiera:

50 probéwek Leucosep wstepnie wypetnionych roztworem na bazie polisacharozy do separacji
w gradiencie.

Ptyte CD zawierajgca ulotke informacyjng i karte MSDS.

Przechowywanie i stabilnos¢

Nieotwarte probéwki nalezy przechowywac¢ w temperaturze 4—-30°C do momentu uptyniecia terminu
waznosci podanego na opakowaniu. Otwarty produkt nalezy przechowywa¢ w temperaturze
pokojowej (18-25°C) i zuzy¢ w ciggu 12 tygodni od otwarcia zewnetrznej torby lub przed uptywem
terminu waznosci podanego na opakowaniu, w zaleznosci od tego, ktéry z tych terminéw jest
wczesniejszy.

Wymagane wyposazenie i materiaty, ktore nie sg dostarczone

Probéwki z heparyng do pobierania krwi.

Pozywki do hodowli komérkowych AIM-V® i RPMI.

Probdwki do wirowania o pojemnosci 15 mL.

Wiréwka do frakcjonowania komérek PBMC, o wzglednej sile odsrodkowej co najmniej
1000 RCF (g) i zdolna do utrzymania prébek w temperaturze pokojowej (18-25°C).

Komora laminarna Il klasy bezpieczenhstwa biologicznego (BL 2) (zalecana).

Pipety i sterylne koncéwki do pipet.

Zestaw ELISPOT.

Odczynnik T-Cell Xtend moze by¢ wymagany w przypadku prébek starszych niz 8 godziny.

PN
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Procedura
Uwaga: Ponizsze czynnosci nalezy wykona¢ zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;j:

1. Przed uzyciem upewni¢ sie, ze wymagana liczba probéwek Leucosep uzyskata temperature
pokojowg (18-25°C).

2. Jesli roztwér na bazie polisacharozy do separacji w gradiencie zebrat sie nad porowatg barierg
(frytg), odwirowywac probéwki Leucosep z predkoscig 350 x g przez jedng minute, aby
przenies¢ roztwor na bazie polisacharozy do separacji w gradiencie ponizej fryty.

3. Odwrdécic¢ probke krwi petnej, a nastepnie rozciehczyé w proporcji 5 czesci krwi do 3 czesci
pozywki do hodowli komérkowych AIM-V lub RPMI w probéwce do wirowania o pojemnosci
15 mL. Kilkakrotnie odwrdci¢ probowke do wirowania, aby wymieszac jej zawarto$c.

4. Wilaé rozciehczong krew bezposrednio do probdéwki Leucosep i wirowaé z predkoscig
1000 x g przez 10 minut w temperaturze 18—-25°C bez hamulca.

5. Zaaspirowa¢ metng warstwe komoérek PBMC i uzupemi¢ do okoto 10 mL, stosujgc pozywke
AIM-V lub RPMI w proboéwce do wirowania o pojemnosci 15 mL. Odwréci¢ probéwke do
wirowania, aby wymieszac jej zawartosc.

6. Wirowac¢ z predkoscig 600 x g przez 7 minut. Usungé supernatant.

7. Ponownie zawiesi¢ osad komodrek w pozywce AIM-V lub RPMI, uzupetni¢ do okoto 10 mL
pozywka AIM-V lub RPMI i wirowaé z predkoscig 350 x g przez kolejne 7 minut.

8. Usunaé supernatant i ponownie zawiesi¢ osad komérek w objetosci pozywki AIM-V (nie RPMI)
wymaganej przez oznaczenie ELISPOT.

9. Jesdli do stymulacji antygenowej w oznaczeniu ELISPOT wymagane sg komorki, nalezy
rozcienczy¢ je odpowiednio za pomoca pozywki AIM-V (nie RPMI).

Ograniczenia

1.  Podobnie jak w przypadku innych metod separacji, probéwki Leucosep mogg zmieniaé
proporcje niektérych podzestawéw komorek PBMC (np. limfocytéw T i B) w stosunku do tych w
nieoddzielonej krwi petnej. Zmiana ta jest uwazana za stosunkowo nieistotng w normalnych
przypadkach.
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Kontrola jakosci

W ramach indywidualnej laboratoryjnej kontroli jakosci metody liczenia komoérek powinny byé
opracowane i zwalidowane w celu zapewnienia, ze uzyskano wystarczajgcg ilos¢ komérek PBMC
dla odpowiedniego systemu badan. Ponadto dziatania w zakresie kontroli jakosci powinny
wykorzystywac¢ kontrole dodatnie i ujemne opracowane w celu zapewnienia oczekiwanej wydajnosci
limfocytow T w odpowiednim systemie badan.

Charakterystyka dziatania

Swieza krew

6 mL krwi pobrano od 15 dawcéw. Prébki od kazdego dawcy zostaty przetworzone w ciggu 8 godzin
od naktucia zyly. Prébki przetworzono przy uzyciu probéwek Leucosep wypetnionych podtozem do
separacji na bazie polisacharozy. Odizolowane komaérki byly zywotne i funkcjonalne w oznaczeniu
ELISPOT.

Krew przechowywana przy uzyciu odczynnika T-Cell Xtend

Pozyskano prébki krwi od 205 dawcow i wykorzystano je do oznaczenia odzysku komorek przy
uzyciu probéwek Leucosep wypetnionych podiozem do separacji na bazie polisacharozy. Od
kazdego dawcy pobrano 6 mL krwi, a krew przetworzono w okresie 29-32 godzin po naktuciu zyty
za pomocg odczynnika T-Cell Xtend.

Odizolowane komorki byty zywotne i funkcjonalne w oznaczeniu ELISPOT.

Uwaga: zaleca sig, aby od jednego dawcy pozyska¢ 6 mL krwi. Zmniejszenie objetosci krwi moze
wpltyngé na odzysk komorek.

Zgtaszanie powaznych incydentéw

W przypadku wystgpienia powaznego incydentu zwigzanego ze stosowaniem tego wyrobu nalezy go
zgtosi¢ do dziatu obstugi klienta. W panstwach cztonkowskich Unii Europejskiej powazne incydenty
nalezy réwniez zgtasza¢ witasciwemu organowi (rzgdowemu wydziatlowi odpowiedzialnemu za
wyroby medyczne do diagnostyki in vitro) w danym kraju. Szczegdtowe informacje na temat tego, jak
skontaktowac sie z wkasciwym organem, mozna znalez¢ na rzadowej stronie internetowej. ,Powazny
incydent” oznacza kazdy incydent, ktory bezposrednio lub posrednio doprowadzit, mégt doprowadzi¢
lub moze prowadzi¢ do:

- zgonu pacjenta, uzytkownika lub innej osoby;

- tymczasowego lub trwatego powaznego pogorszenia stanu zdrowia pacjenta, uzytkownika
lub innej osoby;

- powaznego zagrozenia dla zdrowia publicznego.

Dane kontaktowe dziatu obstugi klienta

Oxford Immunotec Ltd.

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

E-mail: info@oxfordimmunotec.com

Aby uzyska¢ pomoc techniczng dotyczaca produktu, pliki do pobrania i dalsze informacje
techniczne, prosimy odwiedzi¢ naszg strone internetowg: www.oxfordimmunotec.com
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Wskazoéwki dotyczace rozwigzywania problemoéw w zakresie gromadzenia i separacji komorek
PBMC przy oznaczeniach ELISPPOT

Problem

Potencjalna przyczyna

Mozliwe rozwigzanie

Niski uzysk komaorek

Leukopenia

Nieprawidtowe pobranie krwi

Probéwka do pobierania krwi
nie ma temperatury
pokojowej (18-25°C)

Przechowywanie krwi nie
odbywa sie w
wymaganej temperaturze

Stosowanie objetosci lub
rozcienczen innych niz
zalecane

Dodac¢ kolejng probéwke do
pobierania krwi

Probéwki CPT i do pobierania
krwi zawierajgce EDTA sg
niekompatybilne z probéwkami
Leucosep

Odczekaé, az probowka do
pobierania krwi osiggnie
temperature pokojowg

Upewnic sig, ze krew do
wysytki ma temperature
18-25°C lub 10-25°C, jesli
zostat uzyty odczynnik T-Cell
Xtend

Upewni¢ sie, ze przestrzegane sg
wiasciwe instrukcje

Zanieczyszczenie krwinek
czerwonych

Przechowywanie krwi nie
odbywa sie w
wymaganej temperaturze

Probéwka do pobierania krwi
nie ma temperatury
pokojowej (18-25°C)

Krew nie jest rozcienczona

Odwrdécenie prébki krwi w
probéwce Leucosep

Nieprawidtowe wirowanie

Niekompletna separacja prébek

Upewnic¢ sie, ze krew jest
transportowana w
temperaturze 18-25°C lub
10-25°C, jesli zostat uzyty
odczynnik T-Cell

Xtend

Odczeka¢, az probowka do
pobierania krwi osiggnie
temperature pokojowg

Upewni¢ sie, ze krew zostata
rozcieficzona zgodnie z
procedurg

Przed odwirowaniem upewni¢ sie,
ze probdéwka Leucosep pozostaje
W pozycji pionowej

Upewnic¢ sie, ze przestrzegane
sg instrukcje wirowania

Sprawdzi¢, czy wirdwka jest
zdolna do chtodzenia w
temperaturze 18-25°C.

Sprawdzi¢, czy hamulec wiréwki
jest wylgczony

Zwiekszy¢ krok wirowania o
10 min
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Brak wyodrebnionej lub
wyraznej warstwy
jednojgdrzastej

Niekompletna separacja prébek
Wiréwka nie jest prawidtowo
skalibrowana

Nieprawidtowe wirowanie

Prébka hiperlipemiczna

Zwiekszy¢ krok wirowania o
10 min

Przeprowadzi¢ kalibracje wiréwki
Upewni¢ sie, ze przestrzegane
sg instrukcje wirowania

Pobra¢ probke krwi na czczo

Nieprawidtowe wyniki

Nieprawidtowe wyniki moga
by¢ spowodowane przez kilka
probleméw  zwigzanych =z
nieprawidtowym

obchodzeniem sie z prébkami

Zapoznac sie z powyzszymi
punktami
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Stownik symboli

Wytwérca

E-gEeEE"

Termin wazno$ci (rok-miesigc-dzien)
Numer serii

Numer katalogowy
Uwaga, patrz instrukcja obstugi

Wystarcza do przeprowadzenia ,n” testow

wyréb do diagnostyki in vitro

Ograniczenie temperatury/Przechowywa¢ pomiedzy
Zapoznac sie z instrukcjg obstugi

Autoryzowany przedstawiciel w UE

Logotypy T-Cell Xtend i Oxford Immunotec sg znakami towarowymi firmy Oxford Immunotec

Limited. Leucosep jest znakiem towarowym firmy Greiner Bio-One

AIM-V jest znakiem towarowym firmy Life Technologies
Corporation. CPT jest znakiem towarowym firmy Becton,
Dickinson and Company.

Stosowanie odczynnika T-Cell Xtend jest chronione nastepujgcymi patentami:

EP2084508, US9090871, CN101529221, AU2007-303994, JP5992393, IN289117, CA2665205

© 2023, Oxford Immunotec Limited. Wszelkie prawa zastrzezone.

ul Wytworca:
Oxford Immunotec

Ltd.

143 Park Drive East, Milton Park, Abingdon
Oxfordshire, OX14 4SE, Wielka Brytania
www.oxfordimmunotec.com

Autoryzowany przedstawiciel w
UE: Oxford Immunotec (Irlandia)
Unit 3d North Point House,
North Point Business Park,

New Mallow Road,
Cork, T23 AT2P
Republika Irlandii

Numer Data wydania Modyfikacje

wersji

1-5 Szczegoty dostepne na zyczenie w Oxford Immunotec.
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