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Pracovni instrukce 2.0.11: Obsluha pritokového cytometru Coulter Epics XL

Ugel instrukce: Navod na spusténi pratokového cytometru Coulter Epics XL, pfiprava
na mefeni, akvizice, ukon&eni prace, vypnuti a Gdrzba a pristroje.

Pozadavky na systém:
e software Coulter Epics XL ver. 1.5 ( ,stary” software ), ktery se otevre po
spusténi pfistroje automaticky
e software Coulter Epics XL System Il ver. 1.5
e pracovni stanice Coulter Epics XL

Pracovni roztoky:
e Hemasol, izotonicky fedici roztok pro hematologické analyzatory ( uzivame misto
originalniho nosného roztoku )
e Coulter Clenz Cleaning Agent — gistici roztok
e desinfekéni roztok do odpadni nadrze ( Savo )
Pracovni roztoky jsou uloZeny v lednici v laboratofi bunééné imunity (lab. 6. 1) a
v komorové lednici ( pfijem materialu IMUNO ).

Spotrebni material:
® 2x75mm polystyrénové zkumavky pro pratokovou cytometrii ( BD Falkon nebo
BD Trucount )

Upozornéni pfed spusténim pfistroje:

e Pristroj se spousti pfimo, neni tfeba pfedem startovat fluidni systém.

e VeétSinu méfeni provadime v software Coulter Epics XL ver. 1.5 (,stary*
software ), ktery se otevie po spusténi pristroje automaticky.

e Zkumavky vkladané do cytometru nesmi byt popraskané ( dojde k poruseni
vakua, pfistroj poskozenou zkumavku nepfijme ).

e Kontrolky pro stav roztok( ( Level Sense ) jsou umistény na cytometru v prostoru
pro vkladani vzorkd nad kontrolkou ,RUN, jsou oznaceny ,Sheat low* ( pro nosny
»flow" roztok), ,Cleanse low* ( pro gistici roztok ) a v pfipadé nizké hladiny t&chto
roztoku sviti Cervené — hned po spusténi pristroje. Pokud dojde ke spotiebovani
roztok(s b&hem méreni, objevi se navic &ervené napis v pravém rohu obrazovky.
V obou pfipadech je tfeba provést dopinéni roztokd.

l. Postup spusténi, akvizice a ukonéeni prace na pratokovém cytometru Coulter
Epics XL
1. Zkontrolujeme stav nosného (flow) a éisticiho roztoku: Otevieme pravou spodni
zasuvku cytometru pro roztoky, v piipadé potieby roztoky doplnime — mensi
nadrz vlevo je pro Cistici roztok ( Coulter Clenz Cleaning Agent ), vét$i vpravo pro
,1IOW" ( nosna tekutina, pouzivame Hemasol, izotonicky fedici roztok pro
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hematologické analyzatory) roztok. Nadrze po doplInéni fadné zasroubujeme a
zavieme zasuvku cytometru. Zasobni roztoky jsou umistény v laboratofi v lednici
nebo v komorové lednici. Roztoky je mozno v pfipadé potieby doplnit i b&hem
méreni — pfistroj signalizuje nizkou hladinu roztoke ( Cervené, v pravém dolnim
rohu obrazovky ), pfistroj automaticky odpoji vakuovy systém a je mozno provést
dopInéni obvyklym zptisobem — viz tidrzba priitokového cytometru Coulter Epics
XL.

2. Zapneme pocita¢ tlatitkem ,Power*, pokud chceme vysledky tisknout, zapneme
i tiskarnu ( v8echny komponenty systému mimo tiskarnu jsou navzajem
propojeny). Automaticky se otevie pouzivany software, v levém spodnim rohu
obrazovky se objevi napis ,Cytometer Startup®, na cytometru nahore sviti zelené
~ON* ( kontrolka pro laser ). Tato faze trva priblizné 15 minut.

Analyzu provadime ve vybéru ,Application“- LAcquisition”.

3. Beéhem pfipravy cytometru vybereme z databaze protokol: Vybereme polozku
~Protocol*, Sipkou najedeme na prisludny protokol a potvrdime ,Select®.
Z obrazovky vpravo nahofe opiSeme do sesitu &islo posledniho méreni
z predesiého dne.

4. Pred ,nab&hnutim“ cytometru se objevi na obrazovce vlevo dole napis ,Run
Initialization”, v prostoru pro zkumavky sjede doli zkumavka s &isticim roztokem
a nahofe na cytometru se zelené rozsviti ~Ready“ ( kontrolka pro cytometr,
nahore nad kontrolkou pro laser ). Na obrazovce vievo dole se objevi napis
»Insert Sample Tube“, v prostoru pro vkladani zkumavek sviti zelené .Flow* a
,Run®. Cytometr je pfipraven pro analyzu vzork.

5. Do prostoru pro vkladani vzorkd vioZime zkumavku se vzorkem ( specialni
neposkozené zkumavky pro priitokovou cytometrii ).

6. Zkumavka automaticky vyjede nahoru, na obrazovce vlevo dole se zobrazi
»Sample Tube Detected*, pak ,Aquiring Data“, ,Run* sviti oranzové. Na
obrazovce sledujeme podet zhodnocenych bunék ( bézné vzorky hodnotime na
5000 bunék ), ¢as a pratok buné&k komtirkou.

7.V prvnim histogramu ( FS-SS, pfiblizime jej kliknutim mysi ) zkontrolujeme,
pfipadné upravime rozloZeni jednotlivych populaci a ,gate vy$etfované populace
bunék ( nejcastéji lymfocyty ). Upravu rozloZeni provadime pomoci tlacitek pro
signal ( Uprava voltaZe pro jednotlivé detektory), kompemzace barev
( minimalizujeme prekryvani jednotlivych fluorescenci ) a nastaveni diskriminantu
( odstranéni necistot a bunééné drti ). Upravu ,gate* provedeme najetim mysi na
okraj ohraniCeni a posunutim. Pfi vét§iné bé&znych vysetieni je aktivovana funkce
~Autogate”, kdy dojde k automatickému ohraniéeni sledované populace bunék,
ale i v tomto pfipadé je tieba ,gate“ vizualné zkontrolovat.

8. Postupné zkontrolujeme dal$i histogramy ( pro jednotlivé fluorescence ), pfipadné
provedeme Upravu ohrani¢eni pro méfené fluorescence.

9. Po akvizici pozadovaného ( nebo pfedem nastaveného ) poctu bunék analyzu
ukoncime. Klepneme na tlagitko ,Stop*, zkumavka sjede doll a objevi se
tabulka, kde napiSeme identifikaci vzorku, potvrdime a vysledek se automaticky
vytiskne a uloZi do databaze.

Pokud nepotfebujeme vysledky ukladat v databazi, klepneme na tlagitko ,Abort*,
zkumavka sjede dolli a vysledek opieme na Zadanku ( v tomto pfipadé nemusi
byt zapnuta tiskarna ).

10. Po objeveni népisu na obrazovce vlevo dole ,Insert Sample Tube* miizeme
pokracovat v méfeni dal§iho vzorku ( bud’ na stejném protokolu nebo vybereme
protokol jiny ).
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11. Po analyze vzork opiSeme do sesitu &islo posledniho méfeni ( na obrazovce
vpravo nahofe ), vyjmeme zkumavku , Z protokolu nevyjizdime.

12. Zmackneme tlagitko ,Cleanse* umisténé v prostoru pro vkladani zkumavek pod
tlacitkem ,Prime* | toto se rozsviti zeleng, na obrazovce vievo dole se objevi
napis ,Cytometer Cleanse Cycle* a ¢ekame. Cisténi probiha automaticky.

13. Vlevo dole na obrazovce se objevi ,Cytometer Verification® a potom ,Cytometer
Ready“ , blika zelené kontrolka .Run“ a flow".

14. Do prostoru pro vkladani vzork( vioZime zkumavku s ¢isticim roztokem a
tlaCitkem ,Power* vypneme pocita ( tim i cytometr ). Zkumavka s &isticim
roztokem vyjede v prostoru pro vkladani vzorki nahoru.

Upozornéni k tudrzbé pfistroje :

e Dojde-li b&hem méreni k ucpani &i znecisténi pratokové komurky ( $patné
rozloZeni bunéénych populaci, nizka pratokova rychlost ), zmaékneme pii méreni
(zkumavka se vzorkem je viozena v prostoru pro vzorky a probiha akvizice )
tlacitko ,Prime“ umisténé na cytometru v prostoru pro vkladani vzorkg pod
tlacitkem ,Run* a éekame.

e Pokud se timto zpisobem kom(irka nezprichodni, provedeme &igténi timto
zpUsobem:

Na obrazovce najedeme na poli¢ko ,Application* — sListmode*, vioZime specialni
zkumavku s Cisticim roztokem a &ekame ( podle potieby roztok ve zkumavce
doplfiujeme).
Pozor: Cisténi musime provadét v »Listmode*, nikdy v ,Acquisition”, protoZe by doslo
k poskozeni zafizeni pro vkladani vzork( — &istici zkumavka nesmi vyjet nahoru!

e Chceme-li se po ukonéeni prace ( po prob&hnutém ,Cleanse Cycle* ) Z néjakého
davodu vratit zpét k méreni, zmackneme tladitko ~Run“ v prostoru pro vkladani
vzorkl ( misto ,Power* na poéitaéi ) a ekame, dokud se neobjevi hlaseni .insert
Sample Tube“. Koneéné ¢isténi po dalsi analyze musime samoziejmé proveést
Znovu.

Nepodafi-li se nam vygigténi pratokové komurky ani druhym popsanym zptisobem.
je nutno zavolat servis.

Kompletni navod k obsluze pristroje, (drzbé a fegeni problému — viz originalni
manual k pfistroji ( laboratof &. 1).

Il. Pouziti software Coulter Epics XL System I ver. 1.5 ro méreni

Pokud chceme pro méfeni pouzit Software Coulter Epics XL System Il ver.1,

postupujeme takto:

1.V nabidce ,Application“ zvolime LEXit*, zobrazi se okénko ,Are you sure about
exiting to DOS*, vybereme ,Y* a potvrdime.

2. NapiSeme ,xI2“, potvrdime.

3. Do okénka , Enter institution name* napiseme ,imunologie*, do okénka ,enter
cytometer serial number* napi§eme ,epicsx* a do okénka » enter Operator ID*
napiSeme ,id“.

4. Otevie se software Coulter Epics XL Systém Il a méfime obvyklym zptsobem.

5. Do software Coulter Epics XL ver. 1.0 se dostaneme opét pfes ,Application“-, Exit*,
potvrzeni ,Y*, napsani ,xI* a potvrzeni.

Upozornéni: Operaéni systém nerozlisuje velka a mala pismena.

Dokument je majetkem FNO a je zakazano informace v ném pfedavat mimo nemocnici.
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lll._Udrzba pritokového ¢ tometru Coulter Epics XL
Zakladni udrzba pistroje vyZaduje
 Doplfiovani a kontrolu provoznich roztoku
Vyprazdiiovani a &isténi odpadni nadrze
Promyti cytometru po méreni, v pfipadé potieby béhem méreni
VycCisténi systému isticim roztokem
Cisténi filtrg

Dopliiovani a kontrola provoznich roztok:

Nadrze pro provozni roztoky jsou umistény v zasuvce v dolni &asti cytometru. Mensi

nadrZ vlevo je pro &istici roztok (Coulter Clenz Cleaning Agent - modry ), vétsi vpravo pro

nosny, ,flow" roztok ( pouzivame Hemasol, izotonicky fedici roztok pro hematologické

analyzatory ).

Zasobni roztoky jsou umistény v laboratofi v lednici a v komorové lednici na pfijmu

materialu IMUNO. Doplfiovani roztok( Ize provadét pfed mérenim ( kontrola a pfipadné

doplnéni pred spusténim cytometru ), ale systém je konstruovan tak, Ze predpoklada

dopliiovani b&hem méreni ( systém senzor(i ). V tomto pfipadé se v levém dolnim rohu

obrazovky objevi informace ( Cervené ) o nizkém stavu nékteré tekutiny, vakuovy systém

se automaticky odpoji, otevieme zasuvku ( pfi mé&feni zasuvku nelze otevfit, musi se

odpojit vakuovy systém ), odSroubujeme zatky a doplnime tekutiny. Po doplnéni nadrze

radné zasroubujeme a zasuvku dobfe zavieme.

Upozornéni:

* Pfi manipulaci se zasuvkou musime davat pozor, aby nedoslo k poskozeni
gumovych hadigek.
* Roztoky dopliiujeme opatrné ( pouzivame kadinku, pfipadné nalevku ), aby

nedochazelo zbyte¢né k potfisnéni vnittku zasuvky ( koroze, usazovani soli ).
Pokud dojde k vyliti nékterého roztoku do vnitiku zasuvky nebo k potfisnéni
lahve, tekutiny ze v§ech &asti zasuvky a lahve pedlivé vytieme.

Vyprazdriovani a &isténi odpadni lahve:

Vsechny biologické vzorky a veSkeré materialy, které s nimi pfijdou do styku, mohou
prenaset smrtelné nebezpeéna onemocnéni. Bezpeénostni opatfeni jsou stanovena

v samostatnem dokumentu identifikovaném v Pfiruéce jakosti. Manipulace s biologickym
materialem se fidi celoustavnim metodickym pokynem MP-L012-07.

Pred likvidaci obsahu odpadni nadoby oSetiime jeji obsah pridanim desinfekéniho
prostiedku ( 5% chlornan sodny, napf. Savo - 10% z celkového objemu ). Odpad
likvidujeme v souladu s mistnimi predpisy. DodrZzujeme pfislugna bezpeénostni opatfeni
( vhodny ochranny odév, ochranné rukavice, bryle ).

Odpadni lahev je umisténa na pravé boéni sténg zdroje. Opatrné od$roubujeme zatku se
senzorem, nadobu vytdhneme z drzaku a po pridani desinfekéniho prostredku
vyprazdnime a dobfe vyplachneme. Do prazdné nadoby pfidame desinfekéni prostiedek,
nadobu umistime do drzaku a jen mirné zaSroubujeme ( pfi Uplném zagroubovani by
mohlo dojit k nasati obsahu odpadni lahve do fluidniho systému pfistroje ).

Odpadni lahev udrzujeme v gistots, pfi manipulaci pouzivame ochranny odév a ochranné
prostredky a pfi pfipadném potiisnéni provedeme dekontaminaci.

Dokument je majetkem FNO a je zakazano informace v ném pfedavat mimo nemocnici.
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Kazdodenni udrzba cytometru:

Po ukonéeni prace na pritokovém cytometru zvolime &istici cyklus, &isténi a promyti

pristroje prob&hne automaticky:

1. Z prostoru pro vkladani vzorka odstranime zkumavku.

2. Zmackneme tlagitko ~.Cleanse*, umisténé v prostoru pro vkladani zkumavek pod
tlaCitkem ,Prime*, toto se rozsviti zelené, na obrazovce vlevo dole se objevi napis
~Cytometer Cleanse Cycle* a &ekame. Gigténi probiha automaticky.

3. Vlevo dole na obrazovce se objevi ,Cytometer Verification® a potom ,Cytometer
Ready", blika zelené kontrolka .Run“ a  flow".

4. Do prostoru pro vkladani vzork( viozime zkumavku s Cisticim roztokem a tlagditkem
,Power vypneme poéitaé (tim i cytometr ). Zkumavka s &isticim roztokem vyjede
v prostoru pro vkladani vzorkd nahoru.

Cisténi pratokové komurky béhem méreni:

Pratokovou komarku mizeme v pripadé potieby ( $patné rozlozeni buné&énych populaci,

nizka pratokova rychlost ) vyéistit i béhem meéfeni, ¢isténi probé&hne automaticky a

nedojde ke znehodnoceni méfeného vzorky:

1. Pfi méfeni ( zkumavka se vzorkem je vloZena v prostoru pro vzorky a probiha
akvizice, tzn. zkumavka je ,nahofe* ) zmackneme tlagitko ,Prime“ umisténé na
cytometru v prostoru pro vkladani vzorku pod tlagitkem ,Run“.

2. Cekame, probé&hne automaticky &istici cyklus, po jeho probéhnuti automaticky
pokracuje akvizice vzorku. Zkontrolujeme rozloZeni populaci a pratokovou rychlost.

3. V pfipadé Gpravy rozlozeni populaci a pritokové rychlosti pokracujeme v méfeni,
pokud nedoslo k Fadnému vygisténi pratokové komdrky, Ize cely postup &isténi
nékolikrat zopakovat.

Nekdy se mize stat, Ze popsané automatické Cisténi béhem akvizice vzorku neni

Uspésné ( nema cenu cyklus ,Prime* opakovat vic nez 5x, problém je vaznéjsi a musime

provést dikladngjsi &isténi ), potom zvolime vycCisténi systému &isticim roztokem.

Vy¢isténi systému gisticim roztokem:

Pozor: Tento druh gisténi musime provadét v ,Listmode*, nikdy v ~Acquisition, protoze

by doslo k poskozeni zafizeni pro vkladani vzorku — &istici zkumavka nesmi vyjet

nahoru.

1. Z prostoru pro vkladani vzorkg vyjmeme zkumavku s analyzovanym vzorkem.

2. Na obrazovce zvolime ,Application* — ,Listmode*.

3. Do prostoru pro vkladani vzorkd viozime specialni zkumavku s Gisticim roztokem
( Coulter Clenz Cleaning Agent ) a Cekame ( cyklus prob&hne automaticky, pouze
podle potieby roztok ve zkumavce doplfiujeme ).

4. Po probéhlém cyklu zkontrolujeme akvizici vzorku, v pripadé Uspésného &isténi
v méfeni pokraéujeme.

5. Pokud nedos$lo k odstranéni problému ( pfedbézné to pozname uz v prabéhu
automatického &isticiho cyklu podle toho, e nedochazi k Ubytku gisticiho roztoku
ve specialni zkumavce, tzn. systém je stale neprachodny ), volame servis.

Cisténi filtra pritokového cytometru Coulter Epics XL:

Filtry k zadrzovani prachu kontrolujeme a &istime dle potieby ( podle prasnosti
prostredi).

V pfipadé zaneseni prachem dochazi ke $patné ventilaci a nezadoucimu prehfivani
pristroje.

Dokument je majetkem FNO a je zakdzano informace v ném pfedavat mimo nemocnici.
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Prtokovy cytometr je vybaven senzory pro optimalni provozni teplotu a v pfipadg, ze
dojde k jejimu pFekroéenti, dojde nejdriv k varovani ( Cerveny informaéni text v pravém
dolnim rohu obrazovky pristroje ) a v pfipadé ignorovani hlageni dojde k automatickému
vypnuti pfistroje.

Filtry k zadrZovani prachu Jjsou umistény v prostoru zdroje ( 1 filtr, v horni &asti dvitek po
otevieni ) a v prostoru viastniho cytometru ( 2 filtry, vzadu dole vlevo a vpravo, pfistupné,
nevyzaduji demontaz pristroje ).

P Cisténi filtrd musi byt pratokovy cytometr vypnuty, nikdy necistime ani jinak
nemanipulujeme s pfistrojem za provozu.

Filtry jsou z molitanu a Jjsou ulozeny za krytkou z umélé hmoty. Krytku opatrné vyjmeme
(jen tlakem, nemusime nic odSroubovavat ) a vytahneme molitan. Molitan vyg&istime

( podle stupné znegisténi bud vyprasime nebo vypereme ve vodé se saponatem a
ususime ). Krytku a spodni Cast, na které je ulozen molitan, vytfeme a dobfe vysusime.
Po vygisténi ( pfipadné ususeni ) molitanu vratime tyto &asti zpet a prekryjeme krytkou.
Krytka musi byt dobie usazena, jinak pfi provozu pfistroje dochazi k rezonanci (neni na
zavadu pro provoz pfistroje, ale prispiva k vy$$i hluénosti zafizeni )- V tomto piipadé ( po
vypnuti pfistroje ) musime filtry a krytky znovu peélivé viozit a piesné a pedlivé usadit.

Citéni vakuové pumpy:
Cisténi vakuové pumpy je potieba provést v pfipadg, ze dojde k poklesu vakua ( neni
mMozna akvizice vzorku, systém hlasi chybu ve vakuovém systému ).
Poznamka: V pripadé chyby vakuového systému kontrolujeme nejdfive Jednodussi
VEci:
® neporusenost zkumavek
e zavieni zasuvky s provoznimi tekutinami, utazeni zatky nadrzi s provoznimi
tekutinami
 kontakty, tésnost systému pro vkladani vzorke ( pfitlaCime ruéné zkumavku,
pokud ji systém ,vezme®, muze byt Spatné tésnéni systému pro vkladani vzork(;
v tomto pfipadé je tfeba tésnéni vymenit — volame servis, nachystané vzorky
nouzove doméfime pfitladovanim zkumavky )
Po zkontrolovani systému, pokud nedoglo k odstranéni chyby ve vakuovém systému,
provedeme zkontrolovani a vyg&isténi vakuové pumpy:
Vakuova pumpa ( VAC TRAP ) je uloZena ve zdrojové jednotce, v horni &asti mezi
vakuovym filtrem ( VAC FILTER ) @ vodni pumpou ( WATER TRAP )- MUzZe se stét, ze
dojde k nalepeni pohyblivé &asti pumpy ( vysraZeni roztoku ) a tim k nespravné funkci
pumpy.
Vakuovou pumpu opatrné vytahneme ze zavésu, odsroubujeme sklenénou nadrzku a
vyplachneme vodou. Potom nadrzku nasroubujeme zpét a zavésime na své misto.

Poznamky:

Pritokovy cytometr Coulter Epics Xl pouzivame pro méfeni vzorkil pro vyzkum a vyuku.
Slouzi jako zalozni pfistroj v pfipadé havarie pratokového cytometru BD FACSCanto
pro zméfeni vzorkl z bézného rutinniho provozu.

Literatura:
Manual k pfistroji

Dokument je majetkem FNO a je zakézano informace v ném predavat mimo nemocnici.
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1. vydani a revize

Revize

V pfipadé navrhu zmén tohoto dokumentu kontaktujte zpracovatele.
Revizi provadi zaméstnanec uréeny predstavitelem vedeni pro jakost.

Vysledek revize v pfipadé, Ze nastane, nebo nenastane zména:

Do sloupce ,Vysledek revize* popis zmény (minimalné &islo strany a kapitoly, kde zména nastala, nebo ,viz kurziva®)
dne:........ “, . Sloupce ,Zpracoval* ,Schvalil* vyplnit .

Pfezkoumal a

Zpracoval L.
P schvalil

RNDr. Marta Ordeltova ML Zuzars
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Vysledek revize — beze zmény
(+ datum revize), popis zmén
(stanoveni nové G&innosti)
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