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1. Finalidade prevista

O Kit FagoFlowEx destina-se a determinacdo da atividade fagocitaria dos
granuldcitos neutrdfilos através da medicdo da exploséo respiratéria (oxidativa) no
sangue total por citometria de fluxo.

O que é detetado e/ou medido
O dispositivo deteta e mede dois parametros utilizando substrato fluorogénico
Dihidrohodamina 123:
e percentagem de granuldcitos neutroéfilos que produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS) em resposta a ingestao de bactérias E. coli
e atividade intracelular das enzimas produtoras de ROS.

Funcao do dispositivo
O dispositivo destina-se ao rastreio/auxilio para diagnéstico de imunodeficiéncia
congénita ou adquirida.

Contexto do estado fisiologico ou patolégico

A incapacidade dos granulécitos neutrofilos para catalisar a producao de espécies
reativas de oxigénio provoca a Doenca Granulomatosa Crénica (DCG), um grupo
de doencas hereditarias com um fendétipo comum de infecdes bacterianas e
fangicas graves recorrentes e formacio de granuloma de tecidos (234,
Resultados consistentes com a CGD podem também ter origem na deficiéncia de
MPO, que ¢é o defeito fagocitario mais comum, apresentando-se geralmente como
um fendtipo normal sem aumento da incidéncia de infecées .

Uma diminuicao da atividade fagocitaria sem o defeito das enzimas produtoras de
ROS ocorre em varias outras condicoes clinicas que estio associadas a supressao
imunitaria, quer deficiéncias imunitarias primarias varidveis e deficiéncias de
opsonina plasmatica, quer imunodeficiéncias secundarias ¢ 7).

Tipo de ensaio
Nao automatizado

Quantitativo

Tipo de espécime requerido
Sangue total anticoagulado com heparina humana

Populacao de teste
Um doente com suspeita de defeito de funcdo granulocitaria

2. Utilizador pretendido

O dispositivo destina-se apenas a uso profissional em laboratério. Nao para testes
proximos dos pacientes ou autoteste.
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Requisitos de qualificacao

O utilizador previsto deve possuir conhecimentos especializados de ponta em
andlise de citometria de fluxo de células humanas, técnicas laboratoriais padrao,
incluindo técnicas de pipetagem, manipulacido segura e adequada de espécimes
derivados do corpo humano.

O utilizador previsto deve cumprir a norma EN ISO 15189 ou outras disposicoes
nacionais, quando aplicavel.

3. Principio de andlise

O teste baseia-se na medicao da producao de ROS em granuldcitos neutréfilos
utilizando um substrato fluorogénico Dihydrorhodamine 123 (DHR123).

Durante o teste, uma amostra de sangue humano é incubada com bactérias E. coli
inativadas por calor e com DHR123. A mistura de reacao é levada a 37 °C para
promover a fagocitose de E. coli por granuldcitos neutréfilos. Durante a incubacao,
as bactérias sao ativamente engolfadas pelas células, enquanto o DHR123 nao
fluorescente entra passivamente no ambiente intracelular pelo seu gradiente de
concentracao. As bactérias ficam presas dentro dos fagosomas celulares e
desencadeiam reacdes enzimaticas que resultam na producao de ROS. Os ides
ROS oxidam DHR123 a rodamina fluorescente 123 (R123) que € excitada pelo
feixe laser de um citdmetro de fluxo durante a aquisicdo de uma amostra de
sangue. A emissao subsequente de luz de R123 correspondente a atividade
intracelular das enzimas produtoras de ROS é recolhida e analisada pelo citdmetro
de fluxo.

Duas outras reacoes sido realizadas em paralelo com a estimulacdo de E. coli , a
reacdo de controlo negativo, que é a reacdo sem E. coli, e a reacdo de controlo
positivo, que é uma reacao que utiliza acetato de 12-miristato de Phorbol 13 que
ativa ROS produz enzimas sem fagocitose.

As células sdo consideradas ativamente fagocitarias se a sua fluorescéncia exceder
a fluorescéncia das células da reacao de controlo negativo. O resultado é relatado
como percentagem de células fagocitarias. A intensidade de fluorescéncia das
células fagocitarias é diretamente proporcional a atividade intracelular das enzimas
produtoras de ROS.

4. Reagente(s) fornecido(s)

Conteltidos

O dispositivo FagoFlowEx Kit, suficiente para 100 testes, é fornecido com os
seguintes reagentes:

E. coli (5 ampolas) contendo bactérias E. coli liofilizadas, 1 ampola é suficiente para
estimulacdo de 20 amostras de sangue (ED7042-1).
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DHR123 (5 ampolas) contendo liofilizado Dihidrohodamina 123, 1 ampola é
suficiente para coloracdo de 60 amostras de sangue (ED7042-2).

Stimulation Control (5 frascos) contendo PMA liofilizado (Phorbol 12-miristate
13-acetato), 1 frasco destina-se a 20 testes de controlo positivo (ED7042-3).

Lysing Solution (1 frasco) contendo 15 ml de solucdo pronta a usar (ED7042-4).

5. Materiais necessarios, mas nao incluidos

Tubos de ensaio de fundo redondo de 12 x 75 mm
Agua desionizada (Reagent-grade)

6. Equipamento necessario

Pipeta automatica com pontas descartaveis (10 - 1000 pl) para pipetagem de
espécimes e reagentes

Misturador Vortex

Termastato (incubadora de ar) ou banho de dgua capaz de incubar os tubos de
ensaio a 37 °C

Fonte de excitacdo a laser de climax de fluxo (488 nm), detetores para
espalhadores, filtros 6ticos e detetor de emissdes apropriados para recolher o sinal
do fluorocromo fornecido no Quadro 1.

Quadro 1 Caracteristica espectral do fluorocromo utilizado no dispositivo

Fluorocromo Excitacdo [nm] Emissdes [nm]

Rodamina 123 488 525

AVISO: O dispositivo foi testado em citdmetros de fluxo BD FACSCanto™ Il
(BD Biociéncias), BD FACSLyric™ (BD Biociéncias), Navios EX (Beckman
Coulter), DXxFLEX (Beckman Coulter) e Sysmex XF-1600™ (Sysmex
Corporation).

7. Armazenamento e manuseamento

Armazenar a 2-8 °C.
Evitar a exposicao prolongada a luz.
Nao congelar.

Ver Seccio 10 Procedimento (Preparacdo de Reagentes) para informacdes sobre a
estabilidade de In-Use e o prazo de validade apds a primeira abertura, juntamente
com as condicdes de armazenamento e estabilidade das solucbes de trabalho
(quando aplicavel).
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8. Auvisos, precaucoes e limitacoes de utilizacao
Classificacao de Perigos GHS

ADVERTENCIA: Lysing Solution (ED7042-4) contém formaldeido (CAS No.
50-00-0) e metanol (CAS No. 67-56-1) em concentracdes classificadas como
perigosas.

Elementos de etiqueta | Palavra de sinal

$%

Perigo

Frases H H315: Provoca irritacdo cutanea.

H317: Pode provocar uma reacao alérgica cutanea.
H319: Provoca irritacdo ocular grave.

H331: Téxico por inalagao.

H335: Pode provocar irritacdo das vias respiratérias.
H341: Suspeito de provocar anomalias genéticas.
H350: Pode provocar cancro.

EUHO71: Corrosivo para as vias respiratorias.

Frases P P201: Pedir instrucdes especificas antes da utilizacao.
P260: Nao respirar as vapores.

P280: Usar luvas de protecao/protecao ocular/protecao
facial.

P308+P313: EM CASO DE exposicao ou suspeita de
exposicao: consulte um médico.

P403+P233: Armazenar em local bem ventilado. Manter o
recipiente bem fechado.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranca (FDS) disponivel na pagina do produto
em www.exbio.cz para obter informacdes completas sobre os riscos colocados
pelas substancias e misturas quimicas contidas no Produto e como devem ser
manuseadas e eliminadas.

Perigo biolégico

Amostras biolégicas humanas e amostras de sangue e quaisquer materiais que
entrem em contacto com elas sdo sempre considerados como materiais
infecciosos.

Utilizar equipamento de protecao pessoal e de seguranca para evitar o contacto
com a pele, olhos e membranas mucosas.
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Seguir todas as leis, regulamentos e procedimentos aplicaveis para o
manuseamento e eliminacdo de materiais infecciosos.

Evidéncia de deterioracio

O aspeto normal dos reagentes liofilizados fornecidos é um p6 branco (E. coli e
Stimulation Control) ou um bolo liofilizado sdlido (DHR123). N3o utilizar o
reagente se observar qualquer mudanca na aparéncia, por exemplo, uma mudanca
de cor ou liquefacao.

O aspeto normal da solucio de lisagem é um liquido limpido. Nao utilizar o
reagente se observar qualquer alteracdo na aparéncia, por exemplo, turbidez ou
sinais de precipitacio.

Limitacao de utilizacio

Nao utilizar apés a data de validade indicada nos rétulos dos produtos.

9. Espécime

Utilizar sangue periférico venoso recolhido em recipiente de espécimes
classificados como dispositivo médico, com a presenca de anticoagulante de
heparina.

CUIDADO: Os anticoagulantes EDTA e citrato afetam de forma negativa os
resultados da andlise.

A amostra de sangue no tubo de colheita deve ser armazenada a temperatura
ambiente. N3o refrigerar.
Processar a amostra de sangue o mais tardar 24 horas apds a colheita.

10.Procedimento
Preparacao do(s) reagente(s) fornecido(s)
E. coli

Reconstituir o contetido da ampola de E. coli em 250 pl de dgua deionizada
(concentracio de trabalho 3,3 x 107 bactérias por ml). Preparar fresco em cada dia
de medicdo, armazenar a 2-8 °C e utilizad-lo nas proximas 8 horas. Em alternativa, o
reagente pode ser congelado a -20 °C a -80 °C e utilizado no prazo de 7 dias.

CUIDADO: Evitar ciclos repetidos de congelacdo / descongelacao.

DHR123

Reconstituir o contelido da ampola de DHR123 em 650 pl de 4gua deionizada
(concentracdo de trabalho 45 pumol/l). Preparar fresco em cada dia de medicio,
armazenar a 2-8 °C e utiliza-lo nas préximas 8 horas. Em alternativa, o reagente
pode ser congelado a -20 °C a -80 °C e utilizado no prazo de 7 dias.
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AVISO: A solucao aliquotada suportara até 5 ciclos de congelamento /
descongelamento.

Controlo da estimulacao

Reconstituir o contetido do Controlo de Estimulacdo em 250 ul de agua
deionizada (concentracio de trabalho 50 umol/l). Preparar fresco em cada dia de
medicao, armazenar a 2-8 °C e utiliza-lo nas préximas 8 horas. Em alternativa, o
reagente pode ser congelado a -20 °C a -80 °C e utilizado no prazo de 7 dias.

AVISO: A solucio aliquotada suportara até 5 ciclos de congelamento /
descongelamento.

Solucao de lisagem
Reagente esta pronto a ser utilizado.

AVISO: Levar o reagente a temperatura ambiente antes da sua utilizacdo.
Coloracao de espécimes

1. Para o exame de um doente, rotular trés tubos de ensaio de 12 x 75 mm de
fundo redondo com a identificacdo e marcacao adequadas da amostra para

E. coli estimulou a reacao,

reacio de controlo positivo (estimulacio de PMA)

e reacio de controlo negativo.

Pipetas para o fundo dos tubos de ensaio

e 10 ul de E. coli no tubo marcado como E. coli estimulou a reacao.

e 10 pl de Controlo de Estimulacdo no tubo marcado como reacido de
controlo positivo.

e Nao pipetar nada no tubo marcado como reacao de controlo negativo.

2. Pipetar 50 ul de amostra de sangue bem misturada para o fundo de cada um
dos tubos de ensaio e vortex suavemente.

CUIDADO: Evitar a pipetagem de sangue na lateral do tubo de ensaio. Se o
esfregaco ou gota de sangue permanecer na lateral do tubo, pode nao ser
manchado com o reagente ou os eritrécitos podem nao ser lisados e o
resultado do teste pode nao ser valido.

3. Pipetar 10 ul de DHR123 para o fundo de cada um dos tubos de ensaio e
vortex suavemente.

4. Colocar os tubos de ensaio a 37 °C durante 20 minutos num banho de agua ou
durante 30 minutos numa incubadora de ar.
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5. Adicionar 50 ul de Solucao de Lisagem a cada um dos tubos de ensaio.
Vortexar suavemente e incubar os tubos de ensaio durante 5 minutos a
temperatura ambiente no escuro.

6. Adicionar 1 ml de 4gua deionizada em cada um dos tubos de ensaio, vortice
suavemente, e incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente no escuro.

7. Adquirir a amostra corada imediatamente no citémetro de fluxo. Se a amostra
corada nao for adquirida imediatamente, tapar o tubo de ensaio, armazenar a
2-8 °C no escuro e analisar no prazo de 2 horas.

CUIDADO: A fluorescéncia da Rodamina 123, produzida pela oxidacdo do
DHR123, é detetada no canal FITC (525 nm). Uma vez que a Rhodamine 123 é
rapidamente libertada dos granulécitos, como mostra a figura 8, as amostras
tém de ser medidas o mais rapidamente possivel (o mais tardar 2 horas apods a
lisagem), de preferéncia numa janela de tempo estreita padronizada (ver pagina
18).

CUIDADO: Vortexar a amostra corada imediatamente antes da aquisicdo no
citometro de fluxo para evitar agregados.

Analise de citometria de fluxo

O medidor de caudal selecionado para utilizacdo com o dispositivo FagoFlowEx Kit
deve ser calibrado numa base de rotina utilizando micro esferas fluorescentes para
assegurar uma sensibilidade estavel dos detetores de acordo com as instrucoes do
fabricante do medidor de caudal.

Se nao for mantido corretamente, o ocitémetro defluxopode produzir resultados
falsos.

Consultar as especificacdes do fabricante para os lasers e detetores fluorescentes
de acordo com as caracteristicas de excitacao e emissido dos fluorocromos na
Seccado 6 Equipamento necessario.

Definir as tensdes nos detetores de fluorescéncia de interesse antes da analise de
amostras coradas. A tensdo num detetor de PMT deve ser definida
suficientemente alta, para que o minimo de eventos com manchas negativas
interfira com o 0° canal no eixo de fluorescéncia. Além disso, a tensdo do detetor
de PMT nao deve exceder os valores em que os eventos positivos sdo
pressionados para o eixo direito.

Para a anélise de dados medidos, é possivel utilizar software de citémetro
desenvolvido pelo fabricante, ou software dedicado a andlise de dados de
citometria offline (por exemplo FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Andlise da amostra de um doente

Adquirir pelo menos 5.000-10.000 eventos de leucécitos. Visualizar os eventos
adquiridos no ponto de dispersio lateral (SSC) versus ponto de dispersio para a
frente (FSC). Delimite os granuldcitos como indicado na figura 1.

CUIDADO: A ingestao de bactérias influencia a posicdo dos granulécitos no
diagrama de dispersao DL-DF. Devido a isto, ajustar o portao individualmente
para cada reacéao.

AVISO: O controlo de estimulacdo (PMA) causa lise celular numa proporcio
substancial de granulécitos, a diminuicdo resultante na contagem de neutroéfilos

pode prolongar os tempos de aquisicao.

Figural Delineacdo da populacao de granuldcitos
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Visualizar granulécitos fechados como histogramas onde o eixo X representa a
intensidade de fluorescéncia no canal FITC. Utilizar a reacdo de controlo negativo
para estabelecer uma porta apropriada para discriminar os granuldcitos positivos
(células que produzem ativamente fagocitos ROS) e negativos (células que ndo
produzem fagocitos ROS). Copiar a porta para a reacdo de estimulacdo de E. coli e
para a reacao de controlo positivo (Figura 2a, 2b, 2c).

Os granuldcitos que sofrem a explosdo oxidativa exibem uma fluorescéncia
brilhante de Rhodamine 123. Calcular a intensidade média de fluorescéncia dos
granulécitos positivos e negativos. A intensidade de fluorescéncia é diretamente
proporcional 3 atividade intracelular das enzimas produtoras de ROS.

Figura 2a Histograma de intensidade de fluorescéncia de granulécitos a partir da reacio de
controlo negativo
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Figura 2b Histograma de intensidade de fluorescéncia de granuldcitos da reacdo
estimulada por E. coli
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Figura 2c Histograma de intensidade de fluorescéncia de granuldcitos em reacdo de
controlo positivo
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Calculo e interpretacao de resultados analiticos

Parametros quantitativos

Dois parametros quantitativos sdo relatados e interpretados em termos da
existéncia de qualquer indicacdo de um defeito na atividade fagocitaria ou de um
defeito na producio de ROS:

a) O nuamero relativo de granuldcitos positivos que apresentaram uma explosdo
respiratéria apds o estimulo com E. coli.

b) indice de estimulacio (Sl) calculado como a relacio de intensidade de
fluorescéncia média (IFM) dos granulécitos positivos da reacdo estimulada de
E. coli e dos granulécitos negativos da reacao de controlo negativa.

Exemplo de calculo do indice de Estimulo

Quadro 2 IMF de granuldcitos

Populacao Média FITC-A
Reacao estimulada por E. coli 53836
Reacdo de controlo negativo 550

IMF dos granulécitos da reagao estimulada com E.coli

IMF dos granulécitos da reagio de controlo negativo

53836
550

= SI (Stimulation Index) = 98

SZUIDADO: Se houver uma distribuicdo multimodal da fluorescéncia, calcule o
Indice de Estimulacdo para cada pico de distribuicao.

Parametros qualitativos

A interpretacdo qualitativa dos dados incorpora sobreposicées de histogramas
para avaliar a distribuicdo do sinal e identificar picos individuais que, no caso da
ocorréncia de populagdes de granuldcitos multiplos, precisam de ser analisados
separadamente.

Em caso de defeitos de rutura respiratoria (falta de oxidacdo do DHR123), os
histogramas granulocitarios resultantes mostrardao concordancia na distribuicdo do
sinal entre a reacao de estimulacio de E. coli e a reacdo de controlo positivo
(Figura 4, 5, 6).

Em caso de defeitos de atividade fagocitaria (diminuicdo do engolfamento das
particulas), os histogramas granulocitarios resultantes mostraréo discrepancia na
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distribuicdo do sinal entre a reacdo de estimulacado de E. coli e a reacdo de controlo
positivo. A reacdo estimulada porE. coli terd a populacdo de granulécitos dividida
em multiplos picos de diferentes intensidades de fluorescéncia, a reacdo de
controlo positivo terd um Unico pico (Figura 7).

AVISO: A detecdo de resultados pouco usuais indica apenas a suspeita de
doenca que precisa de ser confirmada por outros testes.

Exemplos

Resultado normal de doador saudavel

Os granuldcitos exibem uma alta explosao respiratéria apos estimulacdo comE. coli
e reacio de controlo positivo (Figura 3).

Figura 3 Sobreposicao do Histograma: Doador saudavel sem defeito de rutura respiratoria,
(SI = 98, numero relativo de granulécitos positivos 99,9%). Distribuicdo do sinal dos
granuldcitos estimulados por E. coli (preenchidos a vermelho), granuldcitos da reacdo de
controlo negativo (preenchidos a preto) e granulécitos da reacio de controlo positivo
(preenchidos a azul)n no detector FITC.
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Resultados indicando defeito de rutura respiratéria

1) Um unico pico com baixa intensidade de sinal

Se os granulécitos apresentarem uma baixa rutura respiratoria apds estimulacdo
comeE. coli e reacao de controlo positivo, indica deficiéncia de mieloperoxidase
(MPO) (Figura 4) ou doenca granulomatosa crénica menos comum (CGD) (Figura
5). A intensidade da explosao respiratéria na CGD depende da mutacdo no
complexo enzimatico NADPH oxidase. Existem cinco tipos autossémicos
recessivos (1-5) e um tipo recessivo ligado ao X da doenca.

CUIDADO: O ensaio ndo pode diferenciar entre deficiéncia de CGD e MPO.

Figura4 Sobreposicido do histograma: Paciente com deficiéncia de MPO, (Sl = 11, nimero
relativo de granuldcitos positivos 89,7% - a porta de discriminacdo ndo é mostrada).
Distribuicdo do sinal dos granuldcitos estimulados por E. coli (preenchidos a vermelho),
granuldcitos da reacdo de controlo negativo (preenchidos a preto) e granuldcitos da reacdo
de controlo positivo (preenchidos a azul) no detector FITC.
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Figura5 Sobreposicido do histograma: Doente masculino com CGD ligada ao X, (S| =
numero relativo de granuldcitos positivos 99% - a porta de discriminacido ndo é mostrada).
Distribuicdo do sinal dos granuldcitos estimulados por E. coli (preenchidos a vermelho),
granuldcitos da reacdo de controlo negativo (preenchidos a preto) e granulécitos da reacdo
de controlo positivo (preenchidos a azul) no detector FITC.
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2) Dois picos com intensidade de sinal diferente

Se os granulécitos de uma paciente do sexo feminino apresentarem duas
subpopula¢ées com intensidade diferente de rutura respiratéria apds estimulacao
com E. coli e reacdo de controlo positivo (Figura 6), isso indica que a paciente é
portadora de X-ligado a CGD.

CUIDADO: Trés e mais picos no histograma indicam uma contaminacéo da
porta da populacio de granulécitos em SSC vs. ponto-plot FSC (Figura 1) com
mondcitos ou com células mortas ndo-fagocitarias.

Figura 6 Sobreposicdo do histograma: Individuo do sexo feminino com mutacao ligada ao
cromossoma X do gene da NADPH oxidase. Duas subpopulacdes de granulécitos diferem
em intensidade de rutura respiratoria, (regido de E. coli com MFI baixo IE = 14, 35% dos
granuldcitos, regido de E. coli com MFl alto IE = 125, 65% dos granuldcitos). Distribuicdo do
sinal dos granuldcitos estimulados por E. coli (preenchidos a vermelho), granulécitos da
reacio de controlo negativo (preenchidos a preto) e granuldcitos da reacio de controlo
positivo (preenchidos a azul) no detector FITC.
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Resultados que indicam defeito de atividade fagocitaria

Padrao de pico diferente entre a reaciao de controlo positivo e a reacao
estimulada por E. coli

Se os granuldcitos estimulados com E. coli exibirem baixa rutura respiratéria e os
granuldcitos estimulados com reacao de controlo positivo exibirem elevada rutura
respiratoria (Figura 7), indica um defeito na atividade fagocitaria dos granuldcitos,
alternativamente a amostra de sangue contém EDTA anticoagulante ou citrato ou
a amostra era velha ou armazenada de forma inadequada.

Figura7 Sobreposicido do histograma: Amostra anticoagulada com EDTA, (regido de E. coli

com MFI baixo |IE = 1, 73% dos granuldcitos, regido de E. coli com MFlI alto IE = 25, 9% dos

granuldcitosu. Distribuicdo do sinal dos granuldcitos estimulados por E. coli (preenchidos a

vermelho), granuldcitos da reacdo de controlo negativo (preenchidos a preto) e granulécitos
da reacdo de controlo positivo (preenchidos a azul) no detector FITC.
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11.Desempenho analitico

Precisio (repetibilidade e reprodutibilidade)

A reprodutibilidade do ensaio foi determinada a partir de dados obtidos por cinco
operadores que analisaram seis amostras de sangue de dadores de sangue
saudaveis no mesmo dia sob as mesmas condicdes experimentais.

Foram calculados os seguintes parametros:

a) Para a determinacdo do nimero relativo de granulécitos positivos

CV=2%

b) Para a determinacéo do indice de Estimulacido

CV=11%

A repetibilidade do ensaio nio foi determinada. Devido a dindmica das mudancas
de MFI associadas a libertacdo de R123 das células (Figura 8, 9, 10), os valores de
repetibilidade dependeriam do tempo decorrido entre o fim do processamento da
amostra (fixacdo/RBC lise) e a andlise FACS. Recomenda-se a andlise de pequenas
séries de amostras e a sua analise dentro da janela temporal estreita padronizada.
Alternativamente, séries maiores podem ser analisadas mais tarde, por exemplo,
ap6s um intervalo de tempo maior (40 minutos) para minimizar a variabilidade das
IFM.

Figura8 Desenvolvimento da intensidade de fluorescéncia média dos granuldcitos (IFM) no
tempo apos lise dos glébulos vermelhos, uma amostra de sangue como exemplo (dador

saudavel).
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Figura9 Desenvolvimento da atividade fagocitaria de granuldcitos (%) no tempo apos lise
dos gldbulos vermelhos, 3 amostras de sangue diferentes (dadores saudaveis).
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Figura 10 Desenvolvimento do indice de Estimulacio no tempo apés a lise dos globulos

vermelhos, 3 amostras de sangue diferentes (dadores saudaveis).
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12.Desempenho clinico

O ensaio foi avaliado por medicées comparativas a PhagoBurst (Orpegen Pharma
GmbH) utilizando amostras de um total de 47 pacientes (Quadro 3). Ambos os kits
foram capazes de detectar: a) falha de ingestao de particulas (baixa atividade
fagocitaria) e b) disturbios de explosao oxidativa (deficiéncia de MPO, CGD) com
100% de sensibilidade e 100% de especificidade.

Quadro 3 Caracteristicas dos doentes no estudo de avaliacdo do desempenho

Caracteristica do paciente n

Doador saudavel (des.ordem imunoldgica ndo 20
relacionada)

CGD (2 doentes e um portador de CGD) 3

Deficiéncia de MPO 2

Baixa atividade fagocitaria (modelo de doenca - 9

anticoagulante EDTA)

Amostras antigas (medicoes repetidas de dadores
. 4
saudaveis em 48 horas)

13.Valores esperados

Os limites normais da atividade de explosao respiratoria dos granulécitos foram
determinados em 40 amostras de sangue periférico de adultos saudaveis.

e Granuldcitos com atividade de explosao respiratoria
~ 90-100%
¢ Indice de estimulo dos granulécitos > 30
3.° percentil = 31
Média= 56
97.° percentil = 97

Uma vez que o indice de estimulacdo pode variar em diferentes laboratérios e
instrumentos, cada laboratério DEVE estabelecer o intervalo normal usando as
suas proprias condicoes de teste em amostras da populacdo local de doadores
normais.

14.Interferéncia de substancias e limites

Os anticoagulantes EDTA e citrato afetam de forma negativa os resultados da
andlise.
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