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1. Uéel urcenia pomécky

FagoFlowEx Kit je uréeny na stanovenie fagocytarnej aktivity neutrofilnych
granulocytov meranim respiracného (oxida¢ného) vzplanutia z plnej krvi pomocou
prietokovej cytometrie.

Co se zistuje a/alebo meria
Pomocka detekuje a meria dva parametry pomocou fluorogenného substratu
dihydrorodamin 123 (DHR123):
e percento neutrofilnych granulocytov, ktoré produkuju reaktivne metabolity
kysliku (ROS) v reakcii na pohltenie baktérii E. coli
e intracelularnu aktivitu enzymov zodpovednych za produkciu ROS.

Funkcie pomocky

Pomécka je uréena na screening/pomoc pri stanoveni diagndzy vrodenej alebo
ziskanej imunodeficiencie.

Suvislost s fyziologickym alebo patologickym stavom

Neschopnost neutrofilnych granulocytov katalyzovat produkciu reaktivnych foriem
kysliku sposobuje chronickd granulomatéznu chorobu (CGD), skupinu dedi¢nych
poruch so spolo¢nym fenotypovym prejavom, zadvaznymi opakujicimi sa
bakterialnymi a mykotickymi infekciami s tvorbou granulémov v tkanivach 234,
Vysledky, ktoré odpovedaju CGD mézu mat pricinu taktiez v deficite MPO, ktory je
nejcastejSou poruchou fagocytov, obvykle s prejavmi normalneho fenotypu bez
Castejsieho vyskytu infekcii .

Pokles fagocytarnej aktivity bez poruchy enzymov produkujuicich ROS sprevadza
rézné iné klinické stavy spojené s oslabenim imunity, bud primarnu variabilnu
imunitnu nedostatoc¢nost a deficit plazmatickych opsoninov, alebo sekundarnu
imunitnd nedostato&nost © 7,

Typ testu
Nie je automatizovany

Kvantitativny

Typ pozadovanej vzorky
Vzorka ludskej antikoagulovanej periférnej plnej krvi

Testovacia populacia
Pacient s podozrenim na poruchu funkcie granulocytov

2. Ucel poutzitia

Pomdcka je uréend iba na profesionalne pouzitie v laboratériu. Pomaécka nie je
urcéena na vysetenie v blizkosti pacienta alebo priamo pri pacientovi a nie je ur¢ena
na sebatestovanie.
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PozZiadavky na kvalifikaciu

Uzivatel musi mat sticasné odborné znalosti v oblasti prietokovej cytometrie,
ovladat standardné laboratérne techniky, vratane pipetovania, manipulovat
bezpecne a spravne so vzorkami z ludského tela.

Uzivatel musi spliiat normu EN ISO 15189, pripadne iné narodné legislativne
normy.

3. Princip testu

Test je zaloZeny na merani produkcie ROS v neutrofilnych granulocytoch pomocou
fluorogenného substratu DHR123.

Pocas testu je vzorka ludskej krvi zmiesana s tepelne inaktivovanymi baktériami

E. colia s DHR123. Pohltenie E. coli neutrofilnymi granulocytmi sa podpori
zahriatim reakénej zmesi na 37 °C. Pocas inkubacie su baktérie akivne pohlcované
bunkami a pasivne po svojom koncentracnom gradiente do intracelularneho
priestoru vstupuje nefluorescenény DHR123. Baktérie zostanu zachytené vo vnutri
bunkovych fagozémov a spustia enzymatické reakcie, ktoré vedu k produkcii ROS.
lonty ROS oxiduji DHR123 na fluorescen¢ny rodamin 123 (R123), ktory je
excitovany laserovym li¢om z prietokového cytometru pocas akvizicie krvnej
vzorky. Naslednd emisia svetla z R123, ktora je priamo Umerna intracelularnej
aktivite enzymov produkujucich ROS, je zachytdvana a analyzovana prietokovym
cytometrom.

Paralelne so stimulaciou E. coli sa vykonavaju dalSie dve reakcie, negativna
kontrolna reakcia, ktora je reakciou bez E. coli, a pozitivna kontrolna reakcie, ktora
bez fagocytozy aktivuje enzymy k produkci ROS pomocou forbol 12-myristat 13-
acetatu (PMA).

Bunky su povazované za aktivne fagocytujuce ak ich fluorescencia prevysuje
fluorescenciu buniek z reakcie negativnej kontroly. Vysledok je uvadzany v
percentach fagocytujlcich buniek. Intenzita fluorescencie fagocytujicich buniek je
priamo Umerna intracelularnej aktivite enzymov produkujicich ROS.

4. Poskytované materialy

Obsah
Pomdcka FagoFlowEXx Kit vystaci na vykonanie 100 testov a je dodavana vo
formate:

E. coli (5 flasticiek) obsahujuca lyofilizované baktérie E. coli, 1 flasticka staci na
stimulaciu 20 vzoriek krvi (ED7042-1).

DHR123 (5 flasticiek) obsahujuca lyofilizovany DHR123, 1 flasticka staci na
zafarbenie 60 vzoriek krvi (ED7042-2).

Stimulation Control (5 flasticiek) obsahujuca lyofilizovany PMA, 1 flasticka je
uréena na 20 pozitivnych kontrolnych testov (ED7042-3).
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Lysing Solution (1 flasa) obsahujtca 15 ml roztoku pripraveného na pouZitie
(ED7042-4).

5. Pozadované, ale neposkytované materialy

Testovacie skimavky s gulatym dnom (12 x 75 mm)
Deionizovana voda

6. Pozadované zariadenia

Automaticka pipeta s jednorazovymi spickami (10 - 1000 pl) na pipetovanie
vzoriek a Cinidiel

Vortex

Termostaticky inkubator alebo vodna kupel umoznujice inkubovat testovacie
skamavky pri 37 °C

Prietokovy cytometer vybaveny laserovym excitacnym zdrojom (488 nm),
detektormi pre rozptylené svetlo, optickymi filtrami a emisnymi detektormi
vhodnymi pre zber signalov z fluorochromov uvedenych v tabulke 1.

Tabulka 1 Spektralna charakteristika fluorochromov pouzitych v pomocke

Fluorochrom Excitacia [nm] Emisia [nm]

Rodamin 123 488 525

POZNAMKA: Pomodcka bola testovand na prietokovych cytometroch
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences),
Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter) a Sysmex™
XF-1600 (Sysmex Corporation).

7. Skladovanie a zaobchadzanie

Skladujte pri teplote 2-8 °C.
Chrante pred priamym slnec¢nym svetlom.
Nezamrazujte.

Informacie o stabilite po prvom otvoreni a dobe pouzitelnosti po prvom otvoreni,
spolu s podmienkami skladovania a stabilitou pracovnych roztokov (v pripade
potreby) najdete v Casti 10 Postup (Priprava reagencii).
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8. Upozornenia, preventivne opatrenia a obmedzenia
GHS klasifikacia nebezpecnosti

VYSTRAHA: Lysing Solution (ED7042-4) obsahuje formaldehyd (¢. 50-00-0) a
metanol (¢. 67-56-1) v koncentraciach klasifikovanych ako nebezpecné.

Prvky oznacenia | Signalne slovo

%

Nebezpecie

H302 Skodlivy po poZiti.

H315 Drazdi kozu.

H317 MobZe vyvolat alergickud koznu reakciu.

H-vety H319 Spobsobuje vazne podraZzdenie oci.

H335 Moze sposobit podrazdenie dychacich ciest.
H341 Podozrenie,ze spdsobuje genetické poskodenie.

H350 Méze sposobit rakovinu.

P201 Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.
P264 Po manipulacii dokladne umyte ruky a zasiahnuté casti tela.

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

P301+P312 PO POZITI: Pri zdravotnych problémoch, volajte
NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo
lekdra .

P302+P352 PRI KONTAKTE S POKOZKOU: Umyte velkym
mnozstvom vody a mydla.

P305+P351+P338 PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mindt ich
opatrne vyplachujte vodou. Ak pouzivate kontaktné SoSovky a ak
je to mozné, odstrante ich. Pokracujte vo vyplachovani.

P-vety

P308+P313 Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte
lekarsku pomoc/starostlivost.

P333+P313 Ak sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria
vyrazky: vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.

P362 Kontaminovany odev vyzlecte a pred dals$im pouzitim
vyperte.
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Uplné informacie o rizikach, ktoré predstavuju chemické latky a zmesi obsiahnuté v
tomto vyrobku a o tom, ako s nimi zachadzat a ako ich likvidovat, ndjdete v
Bezpecnostnom liste (SDS), ktory je k dispozicii na www.exbio.cz.

Biologické riziko
Ludské biologické vzorky, krvné vzorky a akékolvek materialy, ktoré s nimi
prichadzaju do kontaktu, su vzdy povazované za infekcné.

PouzZivajte osobné ochranné a bezpecnostné pomocky, aby ste zabranili kontaktu s
koZou, o¢ami a sliznicami.

Dodrzujte vsetky platné zakony, predpisy a postupy pre manipulaciu a likvidaciu
infekénych materialov.

Prejavy znehodnotenia pomacky

Normalny vzhlad dodanych lyofilizovanych reagencii je biely prasok (E. coli a
Stimula¢na kontrola) alebo biela pevnd hmota (DHR123). NepouZivajte, pokial
pozorujete akukolvek zmenu vzhladu, napr. zmenu farby alebo skupenstva
(skvapalnenie).

Normalny vzhlad lyza¢ného roztoku je ¢ira kvapalina. Nepouzivejte, pokial
pozorujete akukolvek zmenu vzhladu, napr. zakal alebo zndmky precipitacie.

Obmedzenie pouzivania
Nepouzivajte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedenej na stitkoch vyrobku.

9. Vzorka

PouZite Zilnu periférnu krv odobranu do skiimavky klasifikovanej ako zdravotnicka
pomocka s antikoagulantom heparin.

POZNAMKA: Antikoagulancia EDTA a citrat negativne ovplyviuja vysledky
testu.

Vzorka krvi v odberovej skiimavke musi byt skladovana pri izbovej teplote.
Neuchovavejte v chladnicke.

Vzorku krvi spracujte najneskor do 24 hodin od odberu.

10.Postup

Priprava reagencii
E. coli

Rekonstituujte obsah flasticky s E. coli v 250 pl deionizovanej vody. Pripravujte
Cerstvé kazdy den merania, skladujte pri 2-8 °C a spotrebujte do 8 hodin. Pripadne
mozno reagenciu zmrazit na -20 °C az -80 °C a pouzit do 7 dni.

UPOZORNENIE: Vyvarujte sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu.
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DHR123

Rekonstituujte obsah flasticky DHR123 v 650 ul deionizovanej vody. Pripravujte
Cerstvé kazdy den merania, skladujte pri 2-8 °C a spotrebujte do 8 hodin. Pripadne
mozno reagenciu zmrazit na -20 °C az -80 °C a pouzit do 7 dni.

POZNAMKA: Reagencie vydrzia az 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

Stimulation control

Rekonstituujte obsah flasticky Stimulation control v 250 ul deionizovanej vody.
Pripravujte Cerstvé kazdy den merania, skladujte pri 2-8 °C a spotrebujte do 8
hodin. Pripadne mozno reagenciu zmrazit na -20 °C aZ -80 °C a pouzit do 7 dni.

POZNAMKA: Reagencie vydrzia az 5 cyklov zmrazenia a rozmrazenia.

Lysing Solution
Reagencia je pripravena k pouzitiu.

POZNAMKA: Pred pouzitim vytemperuijte reagenciu na izbovt teplotu.
Znacenie vzoriek

1. Pre vysetrenie jedného pacienta oznacte tri skimavky s gulatym dnom 12 x
75 mm pfislusnou identifikaciou vzorky a oznacenim

E. coli stimulovana reakcia,

pozitivna kontrolna reakcia (stimulacia PMA)

a negativna kontrolna reakcia.

Pipetujte na dno skimaviek

e 10 ul E. coli do skimavky oznacenej ako E. coli stimulovana reakcia.

e 10 ul Stimulation Control do skiimavky oznacenej ako pozitivna kontrolna
reakcia.

e Do skimavky oznac¢enej ako negativna kontrolna reakcia nepipetujte nic.

2. Pipetujte 50 pl dobre premieSanej krvnej vzorky na dno kazdej zo skiimaviek a
jemne vortexuijte.

UPOZORNENIE: Vyvarujte se pipetovaniu krvi na stenu skimavky. Pokial sa
stopy alebo kvapky krvi zachytia na stene skiimavky, nemusia byt zafarbené
reagenciou alebo nemusi dojst k lyze erytrocytov a vysledok testu nemusi byt
platny.

3. Pridajte 10 ul DHR123 na dno kaZdej zo skiimaviek a jemne vortexuijte.

4. Umiestnite skimavky do 37 °C na 20 min do vodného kupela alebo na 30 min
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do termostatického inkubatoru.

5. Pridajte 50 ul lyza¢ného roztoku do kaZdej zo skimaviek. Jemne vortexujte a
inkubujte skimavky po dobu 5 minut pri izbovej teplote v tme.

6. Pridajte 1 ml deionizovanej vody do kaZzdej zo skimaviek, jemne vortexujte a
inkubujte 10 minut pri izbovej teplote v tme.

7. Zafarbenu vzorku ihned merajte prietokovym cytometrom. V pripade, Ze
zafarbend vzorka nebude okamzite zmerana, uchovavajte v tme pri 2-8 °C
a analyzujte do 2 hodin.

UPOZORNENIE: Fluorescencia rodaminu 123, vzniknutého oxidaciou DHR123,
je detekovana v kanali FITC (525 nm). Rodamin 123 sa z granulocytov rychlo
uvolfuje, ako je ukazané na obrazku 8, preto treba zmerat vzorky ¢o najskor
(nejneskor 2 hodiny od lyzy), najlepsie v standardizovanom tizkom ¢asovom
okne (vid strana 18).

UPOZORNENIE: Bezprostredne pred akviziciou prietokovym cytometrom
vzorku vortexujte, aby se zabranilo tvorbe agregatov.

Analyza prietokovym cytometrom

Prietokovy cytometer vybrany k pouzitiu s poméckou FagoFlowEx Kit musi byt
rutinne kalibrovany pomocou fluorescenénych mikroguliciek podla pokynov
vyrobcu cytometru, aby bola zaistena stabilna citlivost detektorov.

Pri nespravnej udrzbe moze prietokovy cytometer poskytovat falosné vysledky.
V sekcii 6 PoZadované zariadenia su uvedené potrebné Specifikacie cytometru pre

lasery a fluorescencné detektory podla excitacnych a emisnych charakteristik
fluorochromov.

Pred analyzou zafarbenej vzorky nastavte napétie na poZzadovanych
fluorescencnych detektoroch. Napatie na fotonasobici by malo byt nastavené
dostatocne vysoko, aby minimum negativnych udalosti bolo zaznamenané v
nultom kanali na ose fluorescencie. Napatie na fotonasobici by taktieZ nemalo
prekrocit hodnoty, pri ktorych su pozitivne udalosti natlacené k pravej ose.

Pre analyzu nameranych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcom
cytometru alebo software urceny pre offline analyzu cytometrickych dat
(napr. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza pacientskej vzorky

Zmerajte minimalne 5 000-10 000 leukocytov. Namerané data zobrazte v grafe
side-scatter (SSC) verzus forward scatter (FSC). Ohranic¢te populaciu granulocytov,
ako je znazornené na obrazku 1.

UPOZORNENIE: Pozicia granulocytov sa v grafe SSC-FSC kvali pohlteniu
baktérii meni, preto upravte nastavenie ohranicujuceho regiénu individualne
pre kazdu reakciu.

Obrazok 1 Ohranicenie populacie granulocytov

250K =

Side Scatter

0 S0k 100K 150K 200K 250K

Forward Scatter
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Zobrazte ohrani¢ené granulocyty ako histogram, kde na ose X bude vynesena
intenzita fluorescencie v kanali pre FITC. Pouzite negativnu kontrolnu reakcie pre
nastavenie hranice rozdelujucej pozitivne (aktivne fagocytujice bunky produkujtice
ROS) a negativne (nefagocytujiice bunky neprodukujice ROS) granulocyty.
Skopirujte rozdelenie hranice do histogramov z E. coli stimulovanej reakcie a do
histogramu z pozitivnej kontrolnej reakcie (obrazok 2a, 2b, 2c).

Granulocyty, u ktorych prebehlo oxidacné vzplanutie, buda vykazovat jasnu
fluorescenciu rodaminu 123. Vypocitejte strednt hodnotu intenzity fluorescencie
pozitivnych a negativnych granulocytov. Intenzita fluorescencie je priamo Umerna
intracelularnej aktivite enzymov produkujuicich ROS.

Obrazok 2a  Histogram intenzity fluorescencie granulocytov z negativnej kontrolnej reakcie
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Obrazok 2b Histogram intenzity fluorescencie granulocytov z E. coli stimulovanej reakcie
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Obrazok 2c  Histogram intenzity fluorescencie granulocytov z pozitivnej kontrolnej
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Vypocet a interpretacia analytickych vysledkov

Kvantitativne parametre

Vysledkom testu su dva kvantitativne parametre, ktoré su interpretované s ohladom
na to, ¢i bol detekovany defekt v fagocytarnej aktivite alebo defekt v produkcii ROS:

a) Relativny pocet pozitivnych granulocytov, ktoré vykazovali respiracné vzplanutie
po stimulaci E. coli.

b) Stimulac¢ny index (Sl) vypocitany ako pomer strednej hodnoty fluorescencie (MFI)
pozitivnych granulocytov z reakcie stimulovanej E. coli a negativnych granulocytov
z negativnej kontrolnej reakcie.

Priklad vypoctu Stimula¢ného Indexu

Tabulka 2 Negativna kontrolna reakcia: MFI negativnych a pozitivnych granulocytov

Populécia Pocet (%) Priemer FITC-A
negativne 95,2 550
pozitivhe 481 3995

Populécia Pocet (%) Priemer FITC-A
negativne 0,056 1224
pozitivhe 99,9 53836

Tabulka 3 E. coli stimulovana reakcia: MFI negativnych a pozitivnych granulocytov

Strednu hodnotu intenzity fluorescencie pozitivnych granulocytov z reakcie stimulovanej
E. coli (v tabulke 3) vydelte strednou hodnotou intenzity fluorescencie negativnych
granulocytov z negativnej kontrolnej reakcie (v tabulke 2).

MFI pozitivnych granulocytov z reakcie stimulovanej E.coli

MFI negativnych granulocytov z negativnej kontrolnej reakcie

53836
550

= SI (Stimula¢ny Index) = 98
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Kvalitativne parametre

Kvalitativna interpretacia dat zahrna prelozenie viacerych histogramov cez seba

s cielom hodnotit distribuciu signalu a identifikovat jednotlivé vrcholy rozdelenia,
ktoré v pripade vyskytu viacerych granulocytarnych populacii je nutné analyzovat
samostatne.

V pripade defektu respiracného vzplanutia (nedostatok oxidacie DHR123) budu
vysledné histogramy granulocytov vykazovat zhodu distribucie signdlu medzi
reakciou stimulovanou E. coli a pozitivhou kontrolnou reakciou (obrazok 4, 5, 6).

V pripade defektov fagocytarnej aktivity (znizené pohlcovanie castic) buda
vysledné histogramy granulocytov ukazovat nezrovnalosti v distribucii signalu
medzi reakciou stimulovanou E. coli a pozitivnou kontrolnou reakciou. Reakcia
stimulovand E. coli bude mat populdciu granulocytov rozdelent do viacerych
vrcholov s r6znou intenzitou fluorescencie a pozitivna kontrolna reakcia bude
ukazovat jednovrcholové rozdelenie (obrazok 7).

UPOZORNENIE: Detekcia abnormalnych vysledkov naznacuje iba podozrenie
na ochorenie, ktoré je treba potvrdit dalSimi testami.

Normalny vysledok zdravého darca
Granulocyty vykazuju vysoku Uroven respiracného vzplanutia v reakcii stimulovanej
E. coli aj v pozitivnej kontrolnej reakcii (obrazok 3).
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Obrazok 3 Prekrytie histogramov: Zdravy darca bez defektu respiracného vzplanutia (Sl =
98, relativny pocet pozitivnych granulocytov 99,9 %). Distribucia signalu v detektore FITC
pre granulocyty stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z negativnej kontrolnej
reakcie (Cierna prerusovana ciara) a granulocyty z pozitivnej kontrolnej reakcie (modra vypln).
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Vysledky ukazujlce na defekt respiracného vzplanutia

1) Jednovrcholové rozdelenie s nizkou intenzitou signalu

Pokial granulocyty vykazuju nizku Groven respiracného vzplanutia po E. coli
stimulacii aj v pozitivnej kontrolnej reakcii, ukazuje to bud na deficit
myeloperoxidazy (MPO) (obrazok 4), alebo menej ¢asto na chronicku
granulomatoéznu chorobu (CGD) (obrazok 5). Intenzita respiracného vzplanutia u
CGD zavisi na mutacii enzymového komplexu NADPH oxidazy. Existuje pat
autozomalne recesivnych typov (1-5) a jeden X-viazany recesivny typ tohto
ochorenia.

UPOZORNENIE: Test nedokaze rozlisit deficit mezi CGD a MPO.
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Obrazok 4 Prekrytie histogramov: Pacient s deficitom MPOQ, (Sl = 11, relativny pocet

pozitivnych granulocytov 89,7 %). Distribucia signalu v detektore FITC pre granulocyty

stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z negativnej kontrolnej reakcie (Cierna
prerusovana ciara) a granulocyty z pozitivnej kontrolnej reakcie (modra vypln).
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Obrazok 5 Prekrytie histogramov: Pacient muz s X-viazanou formou CGD, (SI = 16, relativny
pocet pozitivnych granulocytov 99 %). Distribucia signalu v detektore FITC pre granulocyty
stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z negativnej kontrolnej reakcie (Cierna
preru$ovana Ciara) a granulocyty z pozitivnej kontrolnej reakcie (modra vypln).
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2) Dvojvrcholové rozdelenie s roznou intenzitou signalu

Pokial v reakcii stimulovanej E. coli aj v pozitivnej kontrolnej reakcii vykazuju
granulocyty od pacientky dve subpopulacie s odliSnou intenzitou respiracného
vzplanutia (obrazok 6), znamena to, Ze pacientka je prenasackou X viazanej formy
CGD.

UPOZORNENIE: Tri a viac vrcholov v histograme poukazuje na kontaminaciu
populacie granulocytov pri ohraniceni v grafe SSC vs. FSC (obrazok 1) inou
subpopulaciou (monocyty) alebo mitvymi nefagocytujicimi bunkami.

Obrazok 6 Prekrytie histogramov: Zena nestica mutaciu na chromozéme X v géne NADPH
oxidazy. Dve subpopulacie granulocytov sa lisia intenzitou respiracného vzplanutia (nizky
vrchol MFI Sl = 14, relativny pocet granulocytov 35 %, vysoky vrchol MFI SI = 125, relativny
pocet granulocytov 65 %). Distribucia signalu v detektore FITC pre granulocyty stimulované
E. coli (Cervena vypli), granulocyty z negativnej kontrolnej reakcie (¢ierna prerusovana ciara)
a granulocyty z pozitivnej kontrolnej reakcie (modra vypln).
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Vysledky ukazujtice na poruchu fagocytarnej aktivity

Odlisné distribucné rozdelenie medzi reakciou stimulovanou E. coli a pozitivhou
kontrolnou reakciou.

Pokial granulocyty stimulované E. coli vykazuju nizku Groven respiracného
vzplanutia a granulocyty stimulované v pozitivnej kontrolnej reakcii vykazuju
vysokU Uroven respiracného vzplanutia (obrazok 7), ukazuje to na poruchu
fagocytarnej aktivity granulocytov, pripadne, Ze sa jedna o vzorku krvi, ktora
obsahuje antikoagulant EDTA alebo citrat alebo vzorku starid alebo nespravne
skladovanu.

Obrazok 7 Prekrytie histogramov: Vzorka antikoagulovana EDTA, (nizky MFI vrchol Sl = 1,
relativny pocet granulocytov 73 %, vysoky MFI vrchol Sl = 25, relativny pocet 9 %).
Distribucia signalu v detektore FITC pre granulocyty stimulované E. coli (Cervena vypln),
granulocyty z negativnej kontrolnej reakcie (Cierna prerusovana ciara) a granulocyty z
pozitivnej kontrolnej reakcie (modra vypli).
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11.Vlastnosti analytickej funkcie

Presnost (opakovatelhost a reprodukovatelhost)

Reprodukovatelnost testu bola stanovena z dat ziskanych piatimi operatormi
analyzujucimi Sest krvnych vzoriek zdravych darcov krvi v rovnaky den za
rovnakych experimentalnych podmienok.

Z dat boli vypocitané nasledujlce parametre:

a) Pre stanovenie relativneho poctu pozitivnych granulocytov

CV=2%
b) Pre stanovenie stimula¢ného indexu
CV=11%

Opakovatelhost testu nebola vykonana. Vzhladom k dynamike zmien v MFI|
spojenych s uvolfiovanim R123 z buniek (obrazok 8, 9, 10) by hodnoty
opakovatelnosti boli ovplyvnené dobou, ktord uplynula medzi ukonéenim
zpracovania vzorky (fixacia/lyza ¢ervenych krvinek) a jej analyzou pomocou
cytometru. Doporucujeme vykonavat analyzu vzoriek v malych séridch a meratich
v Standardizovanom Uzkom ¢asovom okne. Pripadne analyzovat vacsie série
vzorkov s ¢asovym odstupom, napr. po dlhsom ¢asovom odstupe (40 minut), ktory
minimalizuje variabilitu v MFI.

Obrazok 8 Stredna hodnota intenzity fluorescencie granulocytov v ¢ase po lyze ¢ervenych

krviniek, ukazana jedna vzorka krvi ako priklad (zdravy darca).
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Obrazok 9 Fagocytarna aktivita granulocytov (%) v ¢ase po lyze ¢ervenych krviniek, 3
roézne krvné vzorky (zdravi darcovia).
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Obrazok 10 Stimulacny Index v Case po lyze cervenych krviniek, 3 rozne krvné vzorky
(zdravi darcovia).
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12.Vlastnosti klinickej funkcie

Pomécka bola hodnotena porovnavacim meranim s testom PhagoBurst (Orpegen
Pharma GmbH) s pouZitim vzoriek od celkom 47 pacientov (tabulka 4). Oba kity
boli schopné detekovat: a) zlyhanie ingescie castic (nizka fagocytarna aktivita) aj b)
poruchy oxidativneho vzplanutia (deficit MPO, CGD) so 100% citlivostou a 100%
Specificitou.

Tabulka 4 Charakteristika suboru pacientov v studii funkénej sposobilosti

Popis pacientskej vzorky n

Zdravy darca (nesuvisiaca imunologicka porucha) 40

CGD (2 chori a jedna prenasacka) 3

MPO deficit 2

Nizka fagocytarna akti'vita (model ochorenia - 9
EDTA antikoagulant)

Staré vzorky (opakované merania zdravych darcov 4

za 48 hodin)

13.0cakavané hodnoty
Referencné intervaly pre respiracné vzplanutie granulocytov boli stanovené na 40
vzorkach periférnej krvi zdravych darcov.
o Pocet granulocytov s respiracnym vzplanutim
90-100 %
e Stimulacny index granulocytov > 30
3. percentil = 31
Median = 56
97. percentil = 97

Pretoze sa stimula¢ny index moéze v réznych laboratériach a na réznych pristrojoch
li$it, MUSI si kazdé laboratérium stanovit vlastné rozmedzie normalnych hodnét
pomocou vlastnych testovacich podmienok na vzorkdch od miestnej populacie
zdravych darcov.

14.Interferujice latky a obmedzenia

Antikoagulancid EDTA a citrat negativne ovplyviuju vysledky testu.
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18.Vyrobca

EXBIO Praha, a.s.
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25250 Vestec
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Kontaktné informacie
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz
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POZNAMKA: Akakolvek vazna udalost, ktora se vyskytla v stvislosti s poméckou,
musi byt ozndmena vyrobcovi a miestnemu prislusnému uradu.
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