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1. Intended use

The FagoFlowEx®Kit is intended for the examination of
phagocytic activity of neutrophil granulocytes by measuring
the respiratory (oxidative) burst after their stimulation with
E. coli bacteria in human heparinized whole blood using flow
cytometry.

2. Introduction

Immune deficient patients are initially detected clinically by a
history of recurrent infection. The responsible specific infectious
agent is a guide to which part of the immune system is being
affected. Deficiencies of innate immune system consist mainly
of complement and phagocyte dysfunction and seriously
dampen our ability to combat infections despite an apparently
effective adaptive immune response.

Besides diverse migration defects, the most common genetic
defects of innate immune system target phagocytic and killing
activites of neutrophil  granulocytes, monocytes and
macrophages based on myeloperoxidase (MPO) deficiency [1],
chronic granulomatous disease (CGD) [2] and glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD) syndromes [3]. All of these
deficiencies lead to serious chronic infections of specific
pathogens (bacteria, yeast and fungi) that are resistant to
standard treatment.

The respiratory burst is impaired in CGD, MPO, and G6PD
deficiencies. Altogether these genetic disorders prevent the
oxidative environment accumulation and hence the phagocytes
are not capable of effectively destroying intracellular or ingested
extracellular pathogens.

Chronic granulomatous disease (CGD) is clinically and
genetically a diverse group of hereditary diseases with
deficiency in multiple enzymes of the NADPH oxidase cascade
generating reactive oxygen radicals used for the pathogen
killing. Approximately 1/3 of CGD patients harbor autosomal
recessive mutations (CYBA, NCF1, NCF2) and two-thirds of
CGD cases result from defects in the X-linked CYBB gene
encoding the gp91Phox subunit of flavocytochrome bsss [4, 5].
Active NADPH oxidase of healthy individual catalyses NADPH
reaction with oxygen, producing NADP* and superoxide radical
027, which undergoes a further series of reactions to produce
singlet oxygen and hydrogen peroxide, later transformed by
MPO. CGD patients suffer from pneumonia, abscesses of the
skin, tissues, and organs, suppurative arthritis, osteomyelitis,
bacteremia/fungemia and superficial skin infections such as
cellulitis or impetigo [6]. Moreover, the persistent infection can
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lead to the formation of tissue granulomas based on overt CD4*
T cell-produced cytokines TNF and IFNy. Importantly, CGD
patients not only suffer from recurrent infections, but also
present with excessive inflammatory, non-infectious conditions
on the other hand [7].

MPO deficiency is a genetic disorder featuring deficiency, either
in quantity or function, of a downstream myeloperoxidase
enzyme generating hydroxyl radical and hypochlorite from the
hydrogen peroxide. Hypochlorite is considered the most
effective killing agent produced during a respiratory burst [8].

The G6PD enzyme is in the upstream hexose monophosphate
pathway — one of the major NADPH-generation processes. It is
linked both to chronic nonspherocytic hemolytic anemia as well
as decreased phagocyte respiratory burst [9] if the enzyme
activity is low.

All the above mentioned diseases related to phagocyte function
illustrate their critical role in the removal and killing of
pathogens while maintaining homeostasis in human organism.

3. Principle

This test is based on the measurement of respiratory burst of
neutrophil granulocytes after their stimulation with E. coli
bacteria. During the process of bacteria ingestion, phagocytes
activate the NADPH oxidase producing reactive oxidative
intermediates (respiratory burst). Resulting hypochlorite ions
inside phagocytes strongly oxidize dihydrorhodamine 123
(DHR123) into fluorescent rhodamine 123 which is detected by
a flow cytometer. In the case of MPO deficiency, DHR123 is
oxidized with less intensity by other oxidative products resulting
in lower fluorescence intensity of stimulated granulocytes.
A positive control sample is stimulated using PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate) which activates respiratory burst of
granulocytes without adhesion and ingestion of the pathogen.

4. Precautions

e Intended for In Vitro Diagnostic use in laboratories outside
USA and Canada. This CE-IVD kit is in conformity with the
European In Vitro Diagnostic Medical Device Directive
98/79/EC.

e  Blood must be collected into a tube containing
heparin. Anticoagulants EDTA and citrate negatively
affect results of the analysis.

e  Blood samples should be treated within 24 hours after
collection if stored at room temperature.
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e  Stained samples should be analyzed within
standardized time frame but no later than 2 hours
after lysis.

e The flow cytometer should be calibrated on a routine basis
using fluorescent microbeads to ensure stable sensitivity
of detectors.

o Do not use reagents after expiration date stated on vial
labels.

e  Avoid DHR123 (ED7042-2) prolonged exposure to light.

e Avoid contamination of the reagent.

e Any non-performance of assay procedure may produce
false results.

e  Blood samples are considered as potentially infectious
and must be handled with care.

Warning: The Lysing Solution (ED7042-4) contains
formaldehyde and methanol.

Danger
H-phrases
H302+H312+H332: Harmful if swallowed, in contact with skin or
if inhaled.

H317: May cause an allergic skin reaction.
H351: Suspected of causing cancer.

P-phrases

P270: Do not eat, drink or smoke when using this product.

P280: Wear protective gloves / protective clothing / eye
protection / face protection.

P301+P312: IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER or
doctor/physician if you feel unwell.

P302+P352: IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.

P305+P351+P338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for
several minutes. Remove contact lenses, if present and
easy to do. Continue rinsing.

P501: Dispose of contents/container to authorized facility for
dangerous wastes.

5. Reagents provided

e ED7042-1 E.coli- 5 vials containing lyophilized E. coli
bacteria, 1 vial is intended for stimulation of 20 tubes.

e ED7042-2 DHR123 - 5 vials containing lyophilized
Dihydrorhodamine 123, 1 vial is intended for staining of
60 tubes.

e ED7042-3 Stimulation Control - 5 vials containing
Iyophilized PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), 1 vial
is intended for stimulation of 20 positive controls.

e ED7042-4 Lysing Solution — 15 ml

6. Necessary material not supplied

e Suitable 5ml test tubes for blood staining

(e.9. 12 x 75 mm)

Ultrapure demineralized water

Automatic pipettes with disposable tips

Vortex mixer

Thermostat able to incubate test tubes at 37 °C

Flow cytometer - blue laser excitation at 488 nm, light
emission at 525 nm (FITC)
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7. Storage

Store the FagoFlowEx® Kit at 2-8 °C. Expiration date is stated
on a vial labels and on the box.

8. Assay procedure

Use heparinized whole blood for examination (no later than 24
hours after collection). Prepare reagents according to following
instructions.

Preparation of reagents before assay

1. Reconstitute lyophilized E. coli bacteria using 250 ul of
demineralized water. Unused volume of the suspension
store at 2-8 °C up to 24 hours. Alternatively, the
suspension can be aliquoted, frozen once, and stored at
<-20°C for another use. Avoid repeated freeze/thaw
cycles.

2. Reconstitute lyophilized DHR123 using 650 ul of
demineralized water and shake gently - do not vortex.
Unused volume of the reagent store at 2-8 °C up to
8 hours. Alternatively, the reagent can be aliquoted,
frozen once, and stored at < -20 °C for another use. Avoid
repeated freeze/thaw cycles. Use frozen DHR123 solution
within 14 days. Storage of frozen reagent may cause a
decrease of Stimulation Index up to 20 %.

3. Reconstitute lyophilized Stimulation Control using 250 pl
of demineralized water. Unused volume of the reagent
store at 2-8 °C up to 24 hours. Alternatively, the reagent
can be aliquoted, frozen once, and stored at < -20 °C for
another use. Avoid repeated freeze/thaw cycles.

4. Lysing Solution is ready to use.

Assay procedure
For the examination of one blood sample prepare test tubes for

negative control, positive control and for the sample to be
stimulated with E. coli.

1. Into the tubes destined for:
o stimulated sample: add 10 pl of E. coli suspension,
e negative control sample: add nothing,
o positive control sample: add 10 pl of Stimulation

Control.

2. Add 50 pl of heparinized whole blood into all tubes and
vortex gently.

3. Add 10 pl of DHR123 into all tubes and vortex gently.

4. Incubate tubes at 37 °C for 20 minutes in water bath or
30 minutes in air incubator.

5. Add 50 pl of Lysing Solution into all tubes, vortex gently,
and incubate for 5 minutes at room temperature.

6.  Add 1 ml of demineralized water into all tubes, vortex
gently, and incubate for 5-10 minutes at room
temperature until the red blood cells are lysed.

The fluorescence of Rhodamine 123, produced by oxidation of
DHR123, is detected in FITC channel (525 nm). Since the
Rhodamine 123 is quickly released from granulocytes, samples
need to be measured as soon as possible (no later than
2 hours after lysis) preferable in a standardized narrow time
frame.

9. Flow cytometric analysis
Analyze stained samples using flow cytometer. Acquire at least

5,000 - 10,000 leukocytes per sample. Visualize measured
data from stimulated and positive control and negative control
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sample in the side-scatter (SSC) versus forward-scatter (FSC)
dot-plot. Set the gate around granulocytes as shown in figure 1.
Ingestion of bacteria influences the position of granulocytes in a
SSC-FSC dot-plot. Due to this, it is recommended to set gates
individually for each blood sample. Then bring the gated
granulocytes to histograms as shown in figures 2a, 2b, 2c
where the X-axis represents fluorescence intensity in FITC
channel (FL1). Set appropriate gates to calculate the
percentage of positive and negative granulocytes and their
mean fluorescence intensity (MFI). Stimulated granulocytes
which undergo the oxidative burst exhibit bright fluorescence of
Rhodamine 123.

10. Interpretation of results

There are two parameters resulting from the assay that may
indicate respiratory burst defects:

a) Relative number of positive granulocytes which exhibited
respiratory burst after the E. coli stimulation.

b) Stimulation index means the MFI ratio of positive
granulocytes of E. coli stimulated sample and negative
granulocytes of negative control sample (see chapter 13). The
stimulation index is used for approximate comparison of
respiratory burst intensity between blood samples. Since the
stimulation index may vary in different laboratories and
instruments, each laboratory has to establish a normal range
using its own test conditions.

11. Expected values

Normal range of respiratory burst activity of granulocytes has
been determined in 50 peripheral blood samples of healthy
adults.

90-100 %
> 30

Granulocytes with respiratory burst activity
Stimulation index of granulocytes

Unusual results (potential defects of respiratory burst)

1) Lower stimulation index
a) If granulocytes exhibit low respiratory burst after their
stimulation with both E. coli and Stimulation Control (PMA),
it can indicate suspicion of the most frequent defect - a
myeloperoxidase (MPO) deficiency. The stimulation
index is reduced approximately to 1/10 of normal value
(Fig. 4).

b) Less frequently, if granulocytes exhibit none or low
respiratory burst after their stimulation with both E. coli and
Stimulation Control (PMA), it can indicate chronic
granulomatous disease (CGD). The intensity of the
respiratory burst (Stimulation index) depends on the
mutation of multiple enzymes of the NADPH oxidase
cascade. If stimulated granulocytes of a female patient
exhibit two subpopulations differing in the intensity of
respiratory burst, it can indicate the defect in the X-linked
gene. In this case, a part of granulocytes shows standard
intensity, and the second part shows decreased intensity of
respiratory burst (Fig. 5).

c)Rarely, low activity of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) producing NADPH may also
cause low respiratory burst of granulocytes.

312

2) If the positive control (stimulated by Stimulation Control)
is positive and the tested sample (stimulated by E. coli) is
negative, the blood sample probably contains anticoagulant
EDTA or citrate. Alternatively, it can indicate the patient defect
in adhesion or ingestion process of phagocytosis.

3) Low relative number of positive granulocytes indicates
that blood sample is older or improperly stored as higher
percentage of damaged granulocytes accumulates over time.

Detection of unusual results described above indicates the
suspicion of disease only which need to be confirmed by
other tests. The MPO deficiency can be proved by intracellular
staining of granulocytes using MAb to MPO (e.g. clone CLB-
MPO-1/1, Cat. No. 1F-635-T100). Defects of NADPH oxidase
(CGD) and G6PD must be confirmed by genetic analysis.

Repeatability and reproducibility of the assay was
determined from the data measured by five operators on six
blood samples in two parallels under the same experimental
conditions. Using Analysis of variance the following parameters
were calculated:

a) For relative number of positive granulocytes

=14%
=32%

CVrepealability
CVreproducibiIity
b) For determination of Stimulation index

=122%
=136 %

CVrepeatabiIity
CVreproducibiIity

12. Limitations

e  Reproducibility of the assay strongly depends on precise
working (incubation times, temperature, pipetting).

e  Flow cytometer may produce false results if the device
has not been regularly calibrated and maintained
appropriately.
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1. Pouziti soupravy

FagoFlowEx® Kit je urceny pro vySetfeni fagocytarni aktivity
neutrofilnich granulocyti méfenim respiracniho (oxidaéniho)
vzplanuti po jejich stimulaci bakteriemi E. coli v lidské periferni
krvi s heparinem pomoci pritokové cytometrie.

2. Uvod

Pacienti s imunitnim deficitem jsou v klinické praxi zachyceni na
zakladé opakovanych infekci. PfisluSny typ infekéniho agens
byva dobrym voditkem k defektu urité slozky imunitniho
systému. Deficity pfirozené slozky imunitniho systému zahmuji
pfedevSim poruchy komplementu a fagocytézy a vyrazné
snizuji nasi schopnost odolavat infekcim, pfestoze adaptivni
sloZka naSeho imunitniho systému zistava nepostizena.

genetickymi poruchami pfirozené
obranyschopnosti jsou vedle riznych defektl migrace bunék
poruchy fagocytarni a zabijeCské aktivity neutrofilnich
granulocytd, monocytt a makrofagl, které byvaji zplsobeny
deficitem myeloperoxidazy (MPO) [1], chronickou
granulomatézou (CGD)[2], nebo deficitem glukdza-6-fosfat
dehydrogenazy (G6PD) [3]. VSechny tyto nedostatky vedou k
vaznym chronickym infekcim specifickych patogend (bakterie,
kvasinky a plisné), které jsou odolné vici standardni 6¢bé.

Respira¢ni vzplanuti je naru$eno u CGD, MPO a G6PD deficitl.
Vysledkem téchto genetickych poruch je snizeni intenzity
respiracniho vzplanuti a proto fagocyty nejsou schopny ucinné
znicit intracelularni nebo pohlcené extracelulamni patogeny.

Chronickd granulomatéza (CGD) je klinicky a geneticky
riznoroda skupina dédi¢nych onemocnéni s deficitem ve vice
enzymech kaskddy NADPH oxidazy vytvafejici reaktivni
kyslikové radikaly. Podstatou pfiblizné 1/3 pacientl s CGD je
autozomalné recesivni mutace (CYBA, NCF1, NCF2) a dvé
tfetiny pfipadid CGD vznikaji na zakladé vad genu CYBB
kédujiciho gp91phox podjednotku flavocytochrome bsss, ktery je
lokalizovan na chromozomu X [4, 5]. Aktivni NADPH oxidaza
zdravého jedince katalyzuje reakci NADPH s kyslikem
a produkuje NADP* a superoxidovy radikal Oz, ktery prochazi
dalSi fadou reakci vedouci k produkci singletového kysliku

aperoxidu vodiku, ktery je dale transformovan
myeloperoxidazou. Pacienti s CGD trpi zapalem plic, abscesy
na kaz, tkanich a organech, hnisavou artritidou,

osteomyelitidou, bacteremii / fungemii a povrchovymi koznimi
infekcemi, jako je celulitida nebo impetigo [6]. Kromé toho mlze
pretrvavajici infekce vést k tvorbé tkaovych granulomd na
zakladé pfilisné produkce TNF a IFNy cytokind CD4*
T lymfocyty. Dulezité je, ze pacienti s CGD trpi nejen
opakujicimi se infekcemi, ale téZ nadmémymi zanétlivymi
neinfekénimi stavy [7].

Deficit MPO je genetickd porucha, ktera ma za nasledek
kvantitativni nebo funkéni nedostatek nasledného generovani
hydroxylovych radikdli a chloranu z peroxidu vodiku
enzymem myeloperoxidazou. Chlornan je povazovan za hlavni
zabije¢ patogen( pfi respiranim vzplanuti [8].

Enzym G6PD se UCastni drahy hexdéza monofosfatu, tedy
jednoho z hlavnich procest tvorby NADPH. Snizena aktivita
G6PD je spojena s chronickou nesférocytickou hemolytickou
anémii, ale maze téz zplsobovat snizeni respiracniho vzplanuti
fagocytl, pokud aktivita tohoto enzymu vlivem mutace poklesne
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pfiblizné pod 5 % normalni aktivity [9]. V tomto pfipadé jsou
pfiznaky onemocnéni podobné s CGD.

V8echny vySe uvedené nemoci spojené s fagocytarni funkci
ilustruji dlleZitou roli fagocytl pfi odstrafiovani a usmrcovani
patogen( pro udrzeni homeostazy nasich tél.

3. Princip

Princip testu je zalozen na méfeni respiraniho vzplanuti
neutrofilnich granulocytd po jejich stimulaci inaktivovanymi
bakteriemi E. coli. Pi procesu ingesce bakterii je ve fagocytech
aktivovana NADPH-oxidaza, ktera spusti respiracni vzplanuti.
Vznikajici  chlornan  uvnitf  fagocytd  silné  oxiduje
dihydrorhodamin 123 (DHR123) na fluorescenni produkt
rhodamin 123, ktery je detekovan pritokovym cytometrem.
V pfipadé defektu myeloperoxidazy, kdy nevznika chlornan jako
terminalni produkt respiratniho vzplanuti, e
dihydrorhodamin 123  oxidovan v men$i mife ostatnimi
reaktivnimi meziprodukty respiraéniho vzplanuti, coz se projevi
shizenou intenzitou fluorescence stimulovanych granulocyti.
Pozitivni kontrolu predstavuje vzorek, ktery je inkubovan s PMA
(phorbol  12-myristate 13-acetate), ktery spusti respiracni
vzplanuti i bez adheze a ingesce patogenu granulocytem.

4. Upozornéni

e  Souprava je uréena pro In vitro diagnostiku a vyhovuje
pozadavkim NV 56/2015 Sb., které je harmonizovano s
evropskou smémici pro In vitro diagnostické zdravotnické
prostredky 98/79/EC.

e  Krev musi byt odebrana do zkumavky s heparinem.
Antikoagulanty EDTA a citrét rusi analyzu.

e Vzorky krve zpracujte nejdéle do 24 hodin po odbéru,
pficemz krev v odbérovych zkumavkach musi byt
skladovana za laboratorni teploty na kyvacce.

e Vzorky analyzujte nejpozdéji 2 hodiny po lyzi ve
standardizovaném ¢asovém ramci.

e Pritokovy cytometr pravidelné kalibrujte pomoci
fluorescenénich kuliéek, aby byla zajisténa stabilni citlivost
detektord.

o Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouZitelnosti.
Reagencii DHR123 (ED7042-2) nevystavujte
dlouhodobému puisobeni svétla.

e  Chrarite obsah vialek pfed kontaminaci.

NedodrZeni doporu¢eného postupu analyzy mize ovlivnit
vysledky testd.

e  Pracujte vyhradné v ochrannych rukavicich a pfi praci
dodrzujte spravné postupy pro zachéazeni s potencialné
infekénim materialem.

Varovani: reagencie Lysing Solution (ED7042-4) obsahuje
formaldehyd a metanol.

Nebezpeci

H-véty

H302+H312+H332: Zdravi Skodlivy pfi poziti, pfi styku s kizi
a pfi vdechovani.

H317: MUZe vyvolat alergickou kozni reakci.

H351: Podezreni na vyvolani rakoviny.
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P-véty

P270: Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte, nepijte ani nekufte.

P280: PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
ochranné bryle / obli¢ejovy tit.

P301+312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo
|ékafe.

P302+352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim
vody a mydlem.

P305+351+338: PRI ZASAZEN{ OCI: N&kolik minut opatrmé
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny, a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokradujte ve
vyplachovani.

P501: Odstranite obsah/obal v autorizovaném misté sbéru
nebezpeénych odpadu.

5. Obsah soupravy

e ED7042-1 E.coli- 5 kustl vialek obsahujicich
lyofilizované bakterie E. coli, jedna vialka je urena pro
stimulaci 20 zkumavek.

e ED7042-2 DHR123 - 5 kust vialek obsahujicich
lyofilizovany dihydrorhodamin 123, jedna vialka je uréena
pro obarveni 60 zkumavek.

e ED7042-3 Stimulation Control - 5 kus( vialek
obsahujicich lyofilizovany PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate), jedna vialka je uréena pro stimulaci
20 pozitivnich kontrolnich vzorku.

e ED7042-4 Lysing Solution - lahvicka s lyzaCnim
roztokem, 15 ml.

6. Potfebné vybaveni a material, ktery neni
dodavan

o Vhodné 5ml zkumavky pro barveni bunék

(napF. 12 x 75 mm)

Ultracista demineralizovana voda

Sada automatickych pipet s jednorazovymi Spickami
Vortex

Termostat umoziujici inkubovat zkumavky pfi 37 °C
Pritokovy cytometr - excitace modrym laserem 488 nm,
emise zafeni pfi 525 nm (FITC)

7. Skladovani soupravy

FagoFlowEx® Kit ~ skladujte pii teploté 2-8 °C. Doba
pouzitelnosti je vyznaCena na jednotlivych reagenciich i na
krabici soupravy.

8. Postup testu

VySetfeni se provadi na krvi odebrané do zkumavky
s heparinem do 24 hod od odbéru. Reagencie pfipravte podle
nasledujicich instrukci.

Pfiprava reagencii pfed méfenim

1. Lyofilizované bakterie E. coli pfed pouzitim rekonstituujte
pomoci 250 I demineralizované vody a suspenzi
promichejte  vortexem.  Nespotfebované  mnozstvi
suspenze je mozné skladovat v lednici (2-8 °C) nejdéle
24 hodin, pfipadné zamrazit pfi <-20 °C po vhodnych
alikvotech pro dalSi pouziti. Vyvarujte se opakovaného
zamrazovani a rozmrazovani roztoku.
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2. Lyofilizovany DHR123 pfed pouzitim rekonstituujte
pomoci 650 ul demineralizované vody. Roztok mirné
promichejte, intenzivni michani vortexem zrychluje
nezadouci oxidaci. Nespotfebované mnoZstvi roztoku je
mozné skladovat v lednici (2-8 °C) nejdéle 8 hodin,
pfipadné zamrazit pfi <-20 °C po vhodnych alikvotech
pro dalsi pouZiti. Vyvarujte se opakovaného zamrazovani
arozmrazovani roztoku. Zamrazeny roztok DHR123
spotiebujte do 14 dnl. Skladovani zamrazeného roztoku
muiZe zplsobit az 20% pokles stimulaénich indexd.

3. Lyofilizovanou reagencii Stimulation Control pred
pouzitim rekonstituujte pomoci 250 pl demineralizované
vody aroztok promichejte vortexem. Nespotiebované
mnoZzstvi roztoku je mozné skladovat v lednici (2-8 °C)
nejdéle 24 hodin, pfipadné zamrazit pfi <-20°C po
vhodnych alikvotech pro dalsi pouZiti. Vyvarujte se
opakovaného zamrazovani a rozmrazovani roztoku.

4. Lyzatni roztok (Lysing Solution) je pfipraven pro
okamzité pouziti.

Postup testu
Pro vySetfeni jednoho vzorku krve je tfeba pfipravit negativni

kontrolu, pozitivni kontrolu a vzorek stimulovany suspenzi
E. coli.

1. Do zkumavek uréenych pro:

o vzorek stimulovany bakteriemi: napipetujte 10 pl
suspenze E. coli,

o negativni kontrolni vzorek: nepipetujte nic,

e pozitivni kontrolni vzorek: napipetujte 10 pl roztoku
Stimulation Control (PMA).

2. Do v3ech zkumavek napipetujte 50 ul krve s heparinem
a zkumavky promichejte pomoci vortexu.

3. Do v8ech zkumavek napipetujte 10 pl rekonstituovaného
roztoku DHR123 a zkumavky promichejte pomoci vortexu.

4. Zkumavky inkubujte pfi teploté 37 °C po dobu 20 minut ve
vodni 1azni nebo 30 minut v inkubatoru.

5. Poté pfidejte 50 ul lyza¢niho roztoku (Lysing Solution),
zkumavky promichejte pomoci vortexu a inkubujte 5 minut
pfi laboratorni teploté.

6. Do zkumavek pfidejte 1 ml demineralizované vody,
promichejte pomoci vortexu a inkubujte pfiblizné 5-10
minut pfi laboratorni teploté, dokud nedojde k lyzi
Cervenych krvinek.

Fluorescence rhodaminu 123, ktery vznika oxidaci DHR123, je
detekovana v kanale pro FITC (525 nm). JelikoZ rhodamin 123
je z granulocytd pomémé rychle vyplavovan, je tfeba vzorky
co nejdfive zméfit cytometrem (do 2 hodin od lyze), v Gizkém
Casovém ramci. Duilezité je nastavit standardni ¢as od lyze
(bod 6) do zméfeni vzorkd, ktery bude v laboratofi stale
pouzivan.

9. Analyza pritokovym cytometrem

Obarvené vzorky analyzujte prdtokovym cytometrem, pficemz
zméfte minimalné 5000-10000 leukocytl od kazdého vzorku.
Namérena data stimulovaného vzorku a pozitivni a negativni
kontroly zobrazte v grafu side-scatter (SSC) versus forward-
scatter (FSC). OhraniCte populace granulocytd, jak je
znazoméno na obrazku 1. Vlivem ingesce bakterii dochazi
k posunu populace granulocytd v grafu SSC-FCS. Regiony
(gate) je proto tfeba nastavit jednotlivé u kazdého vzorku. Poté
zobrazte ohraniené granulocyty v histogramech, jak je
uvedeno na obrazcich 2a, 2b, 2c, kde na vodorovné ose je
vynesena intenzita fluorescence v kanalu pro FITC (FL1).
Vhodné umisténymi regiony (gate) spoCitejte procentuelni
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zastoupeni pozitivnich  a negativnich  granulocytl  a jejich
primérnou intenzitu  fluorescence  (MFI).  Stimulované
granulocyty, u kterych doSlo k respiraénimu vzplanuti, vykazuji

intenzivni fluorescenci rhodaminu 123 v kanalu pro FITC.

10. Vyhodnoceni testu

Z naméfenych dat jsou vyhodnocovény dva parametry, které
mohou indikovat podezieni na poruchu respiracniho vzplanuti:

a) Procentuelni zastoupeni pozitivnich granulocyti, které
vykazuji respiraéni vzplanuti po stimulaci bakteriemi E. coli.

b) Stimulacni index, ktery predstavuje pomér MFI pozitivnich
granulocytd  stimulovaného vzorku a MFI negativnich
granulocytd negativniho kontrolniho vzorku (viz kap. 13).
Stimulaéni index slouzi pro pfiblizné porovnani intenzity
respiracniho vzplanuti mezi jednotlivymi vzorky krve. Stimulaéni
index je ovlivnén experimentélnimi podminkami v laboratofi
a nastavenim prltokového cytometru. Kazda laboratof si proto
musi ustanovit vlastni rozsah normalnich hodnot stimulagnich
indexd.

11. Oéekavané hodnoty

Normalni hodnoty fagocytarni aktivity granulocytl byly
stanoveny na Cerstvych vzorcich periferni krve 50 zdravych

jedincu.

90-100 %
> 30

Pocet granulocytd s respiraénim vzplanutim
Stimulaéni index granulocytd

Nestandardni hodnoty (potencialni defekty respiraéniho

vzplanuti)

1) Nizky stimulaéni index
a) Pokud stimulované granulocyty vykazuji snizenou
intenzitu respiraéniho vzplanuti, mlze byt pfi¢inou
nepfitomnost funkéniho enzymu myeloperoxidazy
(MPO) ve fagocytech. Porucha se projevuje poklesem
stimulaéniho indexu pfiblizné na 1/10 normalnich hodnot
(Obr. 4).

b) Méné &astou pfiCinou poruchy, ktera se projevuje
snizenym nebo  Zadnym  respiratnim  vzplanutim
stimulovanych granulocytl, je zavazné onemocnéni
chronicka granulomatéza (CGD) spojené s poruchou
kaskady NADPH oxidazy. Intenzita snizeni stimulacniho
indexu u této poruchy zavisi na povaze mutace. Pokud
stimulované  granulocyty  vykazuji dvé oddélené
subpopulace liSici se intenzitou respiracniho vzplanuti,

mize se jednat o vzorek prfenadecky chronické
granulomatézy (CGD), kterd méa ¢ast granulocytd
s normalni intenzitou respiraCniho vzplanuti a &ast

granulocytd s intenzitou snizenou podle povahy mutace na
chromozomu X (Obr. 5).

¢) Snizenou intenzitu respiratniho vzplanuti mize vzacné
zplsobit i snizena aktivita enzymu G6PD, ktery je dllezity
pro tvorbu NADPH.

2) V pfipadé, kdy granulocyty nejsou stimulovany pomoci
bakterii E. coli, ale jsou stimulovany pomoci stimulantu
pozitivni kontroly (PMA), byl vzorek krve pravdépodobné
odebran do zkumavky s EDTA nebo citratem. Pokud je tento
jev potvrzen i pfi opakovaném odbéru krve (do zkumavky
s heparinem), muize indikovat podezfeni na poruchu ingesce
patogenu fagocyty.
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3) Nizké relativni zastoupeni pozitivnich granulocytd
indikuje podezfeni, ze analyzovany vzorek krve byl stari, nez
je doporu€eno, pfipadné byl skladovan za nevhodnych
podminek.

Zachyty vyse popsanych nestandardnich hodnot indikuji
pouze podezieni na vySe uvedené poruchy respiraéniho
vzplanuti, které je tieba potvrdit jinym testem. Defekt MPO
Ize prokézat napf. pomoci intraceluldrniho barveni MPO
v granulocytech znaCenou protilatkou (napf. klon CLB-MPO-
1/1, kat. &. 1F-635-T100). Defekty NADPH oxidazy a G6PD lze
prokézat genetickym vySetfenim na specializovaném pracovisti.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost méfeni byla
stanovena duplicitnim méfenim 6 vzorkd krve nezavisle péti
operatory za stejnych experimentalnich podminek. Metodou
analyzy rozptyll byly stanoveny nasledujici parametry
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti méfeni:

a) Pro stanoveni po¢tu stimulovanych granulocytd

=14%
=32%

CVopakovateInost
CVreprodukovateInost
b) Pro stanoveni stimulaéniho indexu granulocytd

=122 %
=13,6 %

CVopakovateInost
CVreprodukovateInost

12. Omezeni metody

e  Opakovatelnost i reprodukovatelnost méfeni stimulaéniho
indexu je silné zavisla na dodrzovani inkubacnich asd,
inkuba¢ni teploty a na preciznosti pipetovani.

e Pritokovy cytometr miiZe poskytovat $patné hodnoty,
pokud neni pravidelné kalibrovan a udrzovan.
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SLOVENSKY

1. Pouzitie supravy

FagoFlowEx® Kit je urceny na vySetrenie fagocytarnej aktivity
neutrofilnych granulocytov analyzou ich respiraéného
(oxidativneho) vzplanutia po stimulacii baktériami E. coli
v ludskej periférnej krvi s heparinom pomocou prietokovej
cytometrie.

2. Uvod

Pacienti s deficitom imunity sd v klinickej praxi zachytavani na
zaklade opakovanych infekcii. Prislusny typ infekéného agens
mdze smerovat k defektu urcitej zlozky imunitného systému.
Deficity prirodzenej zlozky imunitného systému zahffiaju
predovSetkym poruchy komplementu a fagocytézy a vyrazne
znizuja nasu schopnost odolavat infekciam, aj napriek tomu, ze

adaptivna zlozka nasho imunitného systému zostiva
nepostihnuta.
NajCastejSimi genetickymi poruchami prirodzenej

obranyschopnosti su rézne defekty migracie buniek, poruchy
fagocytarnej a nicivej aktivity neutrofilnych granulocytov,
monocytov a makrofagov, ktoré s zalozené na deficite
myeloperoxidazy (MPO) [1], chronickd granulomatéza (CGD)
[2] a deficit glukdza-6-fosfat dehydrogenazy (G6PD) [3]. VSetky
tieto nedostatky vedi k vaznym chronickym infekcidm
Specifickych patogénov (baktérie, kvasinky a plesne), ktoré su
odolné voci beznej liecbe.

Respiraéné vzplanutie je pri CGD, MPO a G6PD deficitoch
naruSené. Vysledkom tychto genetickych porich je znizenie
intenzity respiraéného vzplanutia ¢ ma& za nasledok
neschopnost fagocytov U&inne zniCit intracelulare alebo
pohltené extracelularne patogény.

Chronickd granulomatéza (CGD) je klinicky a geneticky
roznorodad skupina dedicénych chordb s funkénym deficitom u
viacerych enzymov kaskady NADPH oxidazy vytvarajucich
reaktivne kyslikové radikaly. Podstatou u priblizne 1/3 CGD
pacientov je autozomalne recesivna mutacia (CYBA, NCFT1,
NCF2) a u dvoch tretin CGD pozitivnych pripadov vznikaji na
zéklade portich v X-viazanom CYBB géne kddujliceho gp91phox
podjednotku  flavocytochrome bsss[4, 5]. Aktivna NADPH
oxid&za zdravého jedinca katalyzuje reakciu NADPH s kyslikom
a produkuje NADP* a superoxidovy radikal Oz, ktory prechadza
kaskadou reakcii veducich k produkcii singletového kyslika a

peroxidu  vodika, ktory je dalej transformovany
myeloperoxidazou. CGD pacienti trpia zapalom pllc, abscesmi
na kozi, tkanivach a organoch, hnisavou artritidou,

osteomyelitidou, bacterémiou / fungémiou a povrchovymi
koznymi infekciami, ako je celulitida alebo impetigo [6]. Okrem
toho modze pretrvavajlca infekcia viest k tvorbe tkanivovych
granuldmov na zaklade priliSnej produkcie TNF a IFNy
cytokinov CD4* T bunkami. DdleZité je, ze CGD pacienti trpia
nielen opakujicimi sa infekciami, ale tiez nadmernymi
zapalovymi neinfekEnymi stavmi [7].

Deficit MPO je genetickd porucha, ktora ma za nasledok
kvantitativny ~ alebo  funkény  nedostatok  nasledného
generovania hydroxylovych radikalov a chlérnanu z peroxidu
vodika enzymom myeloperoxidaza. Chlérnan je povaZzovany za
hlavny spdsob ni¢enia patogénov pri respiratnom vzplanuti [8].

G6PD enzym je sucastou drahy hexéza monofosfatu — o je
jeden zhlavnych procesov tvorby NADPH. Znizena aktivita
G6PD enzymu je spojenda s chronickou nesférocytickou
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hemolytickou anémiou, rovnako tak mdZe byt spojend so
znizenim respiratného vzplanutia fagocytov, ak aktivita G6PD
vplyvom mutécie klesne priblizne pod 5 % normalinej aktivity [9].
V tomto pripade su priznaky choroby podobné s CGD.

VSetky vySsie uvedené choroby spojené s fagocytarnou
funkciou ilustruju jej déleziti Ulohu pri odstrafiovani a zabijani
patogénov pre udrzanie homeostazy v [udskom tele.

3. Princip

Test je zalozeny na merani respiraného vzplanutia
neutrofilnych granulocytov po ich stimulécii inaktivovanymi
baktériami E. coli. Pri procese ingescie baktérii je vo fagocytoch
aktivovana  NADPH-oxidaza, ktord spusti  respiratné
(oxidativne) vzplanutie. Chldrnan  vznikajuci vo  vnltri
fagolyzozému silne oxiduje dihydrorhodamin 123 (DHR123) vo
vnutri fagocytov na fluorescenény produkt rhodamin 123, ktory
je detekovany prietokovym cytometrom. V pripade defektu
myeloperoxidazy, kedy nevznikd chlérnan ako terminalny
produkt respiraéného vzplanutia, je dihydrorhodamin 123
oxidovany v menSej miere inymi reaktivnymi medziproduktmi
respiraného vzplanutia, ¢o sa prejavi znizenou intenzitou
fluorescencie stimulovanych granulocytov. Pozitivnu kontrolu
predstavuje vzorka, ktora je inkubovana s PMA (phorbol 12-
myristat 13-acetat), ktory spusti respiraéné vzplanutie aj bez
adhézie a ingescie patogénu granulocytom.

4. Upozornenie

e  Suprava je urena pre In vitro diagnostiku a vyhovuje
poziadavkam eurdpskej smernice pre In vitro diagnostické
zdravotnicke prostriedky 98/79/EC.

e  Krv musi byt odobrata do skimavky s heparinom.
Antikoagulanty EDTA a citrét rusia stanovenie.

e Vzorky krvi spracujte najneskdr do 24 hodin od odberu,
priCom krv v odberovych skiimavkach musi byt
skladované pri laboratérnej teplote na kyvacke.

e Vzorky analyzujte najneskér do 2 hodin od lyzy
v Standardizovanom ¢asovom ramci.

e  Prietokovy cytometer pravidelne kalibrujte pomocou
fluorescenénych guliciek, aby bola zaistena stabilna
citlivost detektorov.

o Nepouzivajte reagencie po uplynuti doby pouzitelnosti.

e  Reagenciu DHR123 (ED7035-2) nevystavujte
dlhodobému pdsobeniu svetla.

Chrarite obsah vialek pred kontaminaciou.

e  Nedodrzanie odporu¢aného postupu analyzy moze
ovplyvnit vysledky testov.

e  Pracujte vyhradne v ochrannych rukaviciach a pri praci
dodrzujte spravne postupy zaobchédzania s potenciélne
infekénym materidlom.

Varovanie: reagencia Lysing Solution (ED7042-4) obsahuje
formaldehyd a metanol.

Nebezpetenstvo

H-vety

H302+H312+H332: Zdraviu Skodlivy pri poZiti, pri kontakte
s pokozkou a pri vdychnuti.

H317: MéZze vyvolat alergicku koznd reakciu.
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H351: Podozrenie na vyvolanie rakoviny.

P-vety

P270: Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani nefajcite.

P280: Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P301+312: PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch volajte
Nérodné toxikologické informacné centrum alebo lekara.

P302+352: PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym
mnozstvom vody a mydla.

P305+351+338: PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekofko min(it
oplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a je to
mozné, odstrate ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P501: ZneSkodnite obsah/nddobu v autorizovanom mieste
zberu nebezpeénych odpadov.

5. Obsah stpravy

e ED7042-1 E.coli-5 kusov flasti¢iek obsahujucich
lyofilizované baktérie E. coli, jedna flasticka je uréena na
stimulaciu 20 skimaviek.

e ED7042-2 DHR123 -5 kusov flastiCiek obsahujucich
lyofilizovany dihydrorhodamin 123, jedna flaticka je
uréena na oznacenie 60 skumaviek.

e ED7042-3 Stimulation Control - 5 kusov flastiCiek
obsahujucich lyofilizovany PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate), jedna flasticka je ur€ena na stimulaciu
20 pozitivnych kontrolnych vzoriek.

e ED7042-4 Lysing Solution - fladticka s lyzatnym
roztokom, 15 ml

6. Potrebné vybavenie a material, ktory sa
nedodava

e Vhodné 5ml skimavky na farbenie buniek

(napr. 12 x 75 mm)

UltraCistd demineralizovana voda

Sada automatickych pipiet s jednorazovymi Spickami
Vortex

Termostat umoziujuci inkubovat' skimavky pri 37 °C
Prietokovy cytometer - excitacia modrym laserom 488 nm,
emisia ziarenia pri 525 nm (FITC)

7. Skladovanie supravy

FagoFlowEx® Kit ~ skladujte pri teplote 2-8°C. Doba
pouzitelnosti je vyznaCena na jednotlivych reagenciach a na
krabici supravy.

8. Postup testu

VySetruje sa v pInej krvi odobratej do skimavky s heparinom do
24 hod od odberu. Reagencie pripravte podla nasledujiceho
postupu.

Priprava reagencii pred analyzou

1. Lyofilizované baktérie E. coli pred pouZzitim rozpustite
pomocou 250 pl demineralizovanej vody a suspenziu
premieSajte vortexom. Nevyuzité mnozstvo suspenzie je
mozné skladovat v chladnicke (2-8 °C) po dobu 24 hodin,
popripade zamrazit pri <-20 °C vo vhodnych alikvotnych
mnozstvach na  dalSie pouzitie. Vyvarujte sa
opakovanému zamrazovaniu a rozmrazovaniu roztoku.

2. Lyofilizovany DHR123 pred pouzitim rozpustite v 650
demineralizovanej vody. Roztok jemne premiesajte,
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intenzivne mieSanie vortexom urychluje neziaducu
oxidaciu. Nevyuzité mnozstvo roztoku je mozné skladovat
v chladnicke (2-8 °C) po dobu 8 hodin, popripade
zamrazit pri <-20°C vo vhodnych alikvotnych
mnozstvdch na  dalSie pouzitie. Vyvarujte sa
opakovanému zamrazovaniu a rozmrazovaniu roztoku.
Zmrazeny roztok DHR123 spotrebujte do 14 dni.
Skladovanie zmrazeného roztoku méze sposobit’ az 20%
pokles u stimulaénych indexov.

3. Lyofilizovany Stimulation Control pred pouZitim
rozpustite v 250 ul demineralizovanej vody a roztok
premieSajte vortexom. Nevyuzité mnozstvo roztoku je
mozné skladovat v chladnicke (2-8 °C) po dobu 24 hodin,
popripade zamrazit pri <-20 °C vo vhodnych alikvotnych
mnozstvdch na  dalSie pouzitie. Vyvarujte sa
opakovanému zamrazovaniu a rozmrazovaniu roztoku.

4. Lyzatny roztok (Lysing Solution) je pripraveny na
okamzité pouZitie.

Postup testu

Na vySetrenie jednej vzorky krvi je nutné pripravit negativnu
kontrolu, pozitivnu kontrolu a vzorku stimulovanu
suspenziou E. coli. Oznacené vzorky je mozné lyzovat
postupom spojenym s alebo bez premytia vzorky.

1. Do skiimaviek uréenych pre:

o vzorku stimulovani baktériami: napipetujte 10 pl
suspenzie E. coli,

o negativnu kontrolnd vzorku: nepipetuijte nic,

e pozitivnu kontrolnd vzorku: napipetujte 10 pl roztoku
Stimulation Control (PMA).

2. Do v3etkych skumaviek napipetujte 50 pl krvi s heparinom
a skimavky premieSajte pomocou vortexu.

3. Do v8etkych skumaviek napipetujte 10 pl rozpusteného
roztoku DHR123 a skimavky premieSajte pomocou
vortexu.

4. Skdmavky inkubuijte pri teplote 37°C po dobu 20 mindt vo
vodnom kupeli alebo 30 minut v inkubatore.

5. Potom pridajte 50 pl lyzaéného roztoku (Lysing Solution),
skumavky premieSajte pomocou vortexu a inkubujte
5 min(t pri laboratérme;j teplote.

6. Do skimaviek pridajte 1 ml demineralizovanej vody,
premieSajte pomocou vortexu a inkubujte priblizne 5-10
minut pri laboratérnej teplote, kym neddjde k lyze
¢ervenych krviniek.

Fluorescencia rhodaminu 123, ktory vznika oxidaciou DHR123,
je detekovana v kanale pre FITC (525 nm). Vzhladom k tomu,
Ze rhodamin 123 je z granulocytov pomerne rychlo vyplavovany
(vid Obr. 4), je nutné vzorky Co najskor analyzovat
cytometrom (do 2 hodin od lyzy), najlepSie v lizkom ¢asovom
rozmedzi. Je dolezité Standardizovat si Cas od lyzy do Casu
zmerania vzorky.

9. Analyza prietokovym cytometrom

Oznacené vzorky zmerajte prietokovym cytometrom. Analyzujte
minimalne 5.000-10.000 udalosti z kazdej vzorky. Namerané
data stimulovanej vzorky a pozitivnej a negativnej kontroly
vyneste do grafu side-scatter (SSC) proti forward-scatter (FSC).
Ohrani¢te populaciu granulocytov, ako je to znazormnené na
obrazku 1. Vplyvom fagocytacie baktérii dochadza k posunu
populécie granulocytov v FSC-SSC grafe. Regiény (gate) je
preto nutné nastavit jednotlivo pri kazdej vzorke. Potom
zobrazte ohrani¢ené granulocyty v histograme ako je uvedené
na obrazkoch 2a, 2b, 2c, kde je na osi X vynesena intenzita
fluorescencie vkanale pre FITC (FL1). Pomocou vhodne
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umiestnenych  regionov  (gate) spoCitajte  percentudlne
zastupenie pozitivnych a negativnych granulocytov  aich
priememnd intenzitu  fluorescencie  (MFI).  Stimulované
granulocyty, uktorych doSlo k respiratnému  vzplanutiu,
vykazuju intenzivnu fluorescenciu rhodaminu 123 v kanle pre
FITC.

10. Vyhodnotenie testu

Z nameranych dat sU vyhodnocované dva parametre, ktoré
mézu indikovat podozrenie na poruchu respiratného
vzplanutia:

a) Percentuélne zastupenie pozitivnych granulocytov, ktoré
vykazuju respiracni vzplanutie po stimulacii baktériami E. coli.
b) Stimulaény index, ktory predstavuje pomer MFI pozitivnych
granulocytov  stimulovanej vzorky a MFI negativnych
granulocytov negativnej kontrolnej vzorky (vid kap. 13).
Stimulacny index sluzi pre priblizné porovnanie intenzity
respiratného vzplanutia medzi jednotlivymi vzorkami krvi.
Stimulagny index je ovplyvneny experimentalnymi podmienkami
v laboratériu a nastavenim prietokového cytometru. Kazdé
laboratorium si preto musi stanovit viastny rozsah normalnych
hodn6t stimulacnych indexov.

11. O¢akavané hodnoty

Normalne hodnoty fagocytarnej aktivity granulocytov boli
stanovené na Cerstvych vzorkach periférnej krvi 50 zdravych
jedincov.

Pocet granulocytov s respiraénymm vzplanutim  90-100 %
Stimulacny index granulocytov > 30

Nestandardné hodnoty (potenciélne defekty respiraéného

vzplanutia)

1) Nizky stimulaény index
a) V pripade, ze stimulované granulocyty vykazuju znizenu
intenzitu respiratného vzplanutia, pri¢éinou moze byt
absencia enzymu myeloperoxidaza (MPO) vo
fagocytoch. Porucha sa prejavuje poklesom stimulaéného
indexu na priblizne 1/10 normainej hodnoty (Obr. 4).

b) Menej castou pri¢inou poruchy, ktora sa prejavuje
znizenym alebo  Ziadnym  respiraCnym  vzplanutim
stimulovanych ~ granulocytov, je zavazna choroba
chronicka granulomatéza (CGD) spojena s poruchou
kaskady NADPH oxidazy. Urovefi znizenia stimulaného
indexu u tejto poruchy zavisi od povahy mutacie. Ak
stimulované  granulocyty vykazuji dve oddelené
subpopulacie liSiace sa intenzitou respiratného
vzplanutia, mdze sa jednat o vzorku prenasacky chronickej
granulomatézy (CGD), ktora ma cast granulocytov
s normalnou intenzitou respiratného vzplanutia a Cast
granulocytov  so  zniZenou intenzitou respiraéného
vzplanutia podla povahy mutacie na chromozéme X (Obr.
5).

¢) Znizenu intenzitu respiratného vzplanutia méze vo
vzacnom pripade spdsobit ajzniZzend aktivita G6PD
enzymu, ktory tvori NADPH.

2) V pripade, ked granulocyty nie st stimulované baktériami
E. coli, ale st stimulované pomocou Stimulation Control
(PMA), bola vzorka krvi pravdepodobne odobrata do skimavky
s EDTA alebo s citratom. V pripade, Ze je tento jav potvrdeny aj
pri opakovanom odbere krvi (do skimavky s heparinom), méze
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to indikovat podozrenie na poruchu ingescie patogénov
fagocytmi.

3) Nizke relativne zastupenie pozitivnych granulocytov
indikuje podozrenie na to, Ze analyzovana vzorka krvi bola
starSia, nez je odporicané, pripadne bola skladovana pri
nevhodnych podmienkach.

Zachyty vysSie popisanych nestandardnych hodnét
indikuja iba podozrenie na vySSie uvedené poruchy
respiratného vzplanutia, ktoré je nutné potvrdit dalSim
testom. Defekt MPO je mozné potvrdit napr. pomocou
intracelularneho znacenia MPO v granulocytoch fluorescenéne
znacenou protilatkou (napf. klon CLB-MPO-1/1, kat. ¢. 1F-635-
T100). Defekty NADPH oxidazy a G6PD je mozné potvrdit
genetickym vySetrenim na Specializovanom pracovisku.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost’ merania bola
stanovend duplicitnym meranim 6 vzoriek krvi nezavisle piatimi
operatormi pri rovnakych experimentalnych podmienkach.
Metodou analyzy rozptylov boli stanovené nasledujlice
parametre opakovatelnosti a reprodukovatelnosti merania:

a) Pre stanovenie poctu stimulovanych granulocytov

=14 %
=32%

CVopakovateI‘nost‘
CVreprodukovateI‘nost‘
b) Pre stanovenie stimulaéného indexu granulocytov

=122%
=136 %

CVopakovateI’nosf
CVreprodukovateI’nost'

12. Obmedzenia metédy

e Reprodukovatelnost merani stimulacného indexu je silne
zavisla od dodrziavania inkubacnych ¢asov, inkubacnej
teploty a od preciznosti pipetovania.

e  Prietokovy cytometer mbZe poskytovat nepresné hodnoty,
ak nie je pravidelne kalibrovany a udrziavany.
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13. Example of data analysis / Vzorové
vyhodnoceni / Vzorové vyhodnotenie

4000 g
3000 “
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Fig. 1 Delimitation of granulocyte population.
Obr. 1 Ohrani¢eni populace granulocyt.
Obr. 1 Ohranicenie populacie granulocytov.

Nonstimulated granulocytes (negative control)

Population Number (%) FL1 mean

negative 98.2 33.3

positive 1.77 751
Stimulated granulocytes

Population Number (%) FL1 mean

negative 0.56 130

positive 994 3391
Calculation:

Stimulation index = 3391/ 33.3 =102
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Fig. 2a Histogram of negative control granulocytes.
Obr. 2a Histogram populace granulocytl negativni kontroly.
Obr. 2a Histogram populacie granulocytov negativnej kontroly.
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Fig. 2b Histogram of stimulated granulocytes.

Obr. 2b Histogram populace stimulovanych granulocyt.

Obr. 2b Histogram populacie stimulovanych granulocytov.
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Fig. 2c Histogram of positive control granulocytes.
Obr. 2c Histogram populace granulocytl pozitivni kontroly.
Obr. 2¢ Histogram populécie granulocytov pozitivnej kontroly.
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14. Example of respiratory burst defects / Pfiklady poruch respiraéniho vzplanuti / Priklady porich
respiraéného vzplanutia

100
1 Fig. 3 Donor without defect of respiratory burst (SI = 98).
J Obr. 3 Darce bez poruchy respiraéniho vzplanuti (SI = 98).
80 Obr. 3 Darca bez poruchy respiraéného vzplanutia (SI = 98).
% 60
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20
S L B L B L B L
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FITC-A
100
] Fig. 4 Patient with myeloperoxidase deficiency (Sl = 8.2).
1 Obr. 4 Pacient s defektem myeloperoxidazy (S| = 8,2).
80 Obr. 4 Pacient s defektom myeloperoxidazy (SI = 8,2).
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Fig. 5 Male patient (left figure) with chronic granulomatous disease and her mother (right figure) carrying the X-linked mutation of the
NADPH oxidase. Male patient had SI = 13.6. Mother had two granulocyte subpopulations differing in respiratory burst intensity:

Sllow = 13.9, Slhigh = 125,

Obr. 5 Pacient-muz (levy obrazek) s chronickou granulomatézou a jeho matka (pravy obrazek) pfenaSecka mutace NADPH oxidasy na
chromozomu X. Syn mél Sl = 13,6. Matka méla dvé subpopulace granulocytl li$ici se v intenzité respiracniho vzplanuti: Slow = 13,9,
Slhigh = 125,

Obr. 5 Pacient-muz (favy obrazok) s chronickou granulomatézou a jeho matka (pravy obrazok) prenaSacka mutacie NADPH oxidazy na
chromozome X. Syn mal Sl = 13,6. Matka mala dve subpopulacie granulocytov liSiace sa intenzitou respiraéného vzplanutia: Sl'ov = 13,9,
Slhigh = 125,

Explanation:
S| - Stimulation index

Blue line — Negative control granulocytes
Red line - Granulocytes stimulated using E. coli bacteria
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16. Explanation of symbols / Vysvétleni symbolt
I Vysvetlenie symbolov

In Vitro Diagnostic Medical Device
|VD In vitro diagnosticky zdravotnicky prostiedek
In vitro diagnosticky zdravotnicky prostriedok

Catalog number

REF Katalogové cislo

Katalogové cislo

Manufacturer identification
Viyrobce
Vyrobca

Consult the manual before use
Viz navod k pouziti
Vid navod na pouZitie

Rozmezi skladovacich teplot

l 8°C Store within temperature limits
EAY Rozmedzie skladovacich tepl6t

Batch code
LOT Cislo sarze

Use by
<, Pouzitelné do
Pouzitelné do

17. Manufacturer / Vyrobce / Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.

Nad Safinou Il 341

252 50 Vestec, Czech Republic
Tel: +420 261 090 666

Fax: +420 261 090 660

E-mail: orders@exbio.cz
http://lwww.exbio.cz
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