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Popis

Vyrobek je uréen pouze pro vyzkumné Gcely. Diagnostické nebo terapeutické
pouZiti je pFisné zakazano.

IngoFlowEx Kit je urceny pro vysetreni fagocytarni aktivity granulocytt a
monocytl méfenim ingesce fluorescencné znacenych bakterii E. coli v pIné
heparinizované lidské krvi pomoci pritokové cytometrie.

Fagocytdza, tzn. pohlceni extracelularné se vyskytujicich ¢astic burikami, nalezi k
pfirozenym obrannym mechanismam imunitniho systému. Schopnost fagocytézy
je charakteristicka pro profesionalni fagocytujici bunky (neutrofilni a eosinofilni
granulocyty, monocyty a makrofagy). Proces zahrnuje navazani ¢astice na povrch
bunék, pohlceni burikou a naslednou degradaci ¢astice. Nékteré plazmatické
proteiny (C3b a protilatky) napomahaji fagocytlim v rozpoznavani ¢astic tim, Ze
navazanim na povrch ¢astic vytvorfi snadno rozpoznatelné ligandy.

Test je zaloZen na méreni intensity fluorescence bunék, které pohltily
fluorescenéné znacené bakterie E. coli FITC. Vzorek heparinizované krve se smicha
s fluorescencni E. coli a inkubuje se pfi 37 °C. Negativni kontrola bez E. coli se
pouziva k nastaveni rozliSovaci hranice mezi fagocytujicimi a nefagocytujicimi
burikami. Nepohlcené bakterie se odstrani opakovanym promytim. Jakékoli
zbyvajici extracelularni nebo povrchové vazané bakterie jsou uhaseny pomoci
trypanové modfri, zivotné dulezitého barviva, které nepronika bunécnou
membranou. Erytrocyty se lyzuji, buiky se fixuji a DNA se obarvi propidium
jodidem, aby se bunky s jadry odlisily od Glomkd nebo shluk( bakterii. Bakterie

E. coli pouzité v testu byly opsonizovany lidskou AB plazmou, coz zajistuje, ze
vysledky nejsou primarné zavislé na opsonizacni aktivité testovaného vzorku krve.

Poskytované materialy

Obsah

Produkt IngoFlowEx Kit vystaci na provedeni 100 test(l a je dodavan ve formatu:
E. coli FITC ED7040-1 (1 lahvicka) obsahujici 1 ml fluorescenc¢né znacenych
bakterii E. coli kmene K-12 opsonizovanych lidskou plazmou.

Quenching Solution ED7040-2 (1 lahev) obsahujici 20 ml 0,2% roztoku trypanové
modfi.

Lysing Solution ED7040-3 (1 lahev) obsahujici 60 ml 10X koncentrovaného
lyzacniho roztoku s fixacnim prostredkem.

Wash Buffer ED7040-4 (1 lahev) obsahujici 80 ml 25X koncentrovaného
promyvaciho roztoku.

DNA Staining Solution ED7040-5 (1 lahev) obsahujici 60 ml roztoku propidium
jodidu.
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Nutné, ale neposkytované materialy

Testovaci zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm)
Deionizovana voda

Fosfatovy pufr (1x PBS), pH 7,2 - 7,4

Nutna zafizeni

Automaticka pipeta s jednorazovymi $pickami (10 ul - 5 ml) pro pipetovani vzorka
a Cinidel

Termalni inkubator nebo vodni lazen (37 °C)
Ledova lazeri (kostky ledu nebo drceny led)
Nadoby a odmérné valce pro nafedéni reagencii
Stojan na zkumavky

Vortex mixer

Centrifuga

Pratokovy cytometr s laserovym excita¢nim zdrojem (488 nm), detektory pro
rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory vhodnymi pro sbér signalt
z fluorochrom( uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2 Spektralni charakteristika fluorochrom( pouzitych v produktu

Flurochrom Excitace [nm] Emise [nm]
FITC 488 525
Propidium iodid 488 636

Skladovani a manipulace
Skladujte pfri teploté 2-8 °C.
Chrante pred primym slunec¢nim svétlem.

Informace o stabilité po prvnim otevieni a dobé pouZitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztok( (v pfipadé potreby)
naleznete v ¢asti Postup (Pfiprava reagencii).
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Vystrahy, opatreni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

VYSTRAHA: Quenching Solution (ED7040-2) obsahuje trypanovou modf
(¢. 72-57-1) v koncentracich klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

Nebezpeci

H-vét
i H350: M{ze vyvolat rakovinu.

P-véty P201: Pred pouZzitim si obstarejte specidlni instrukce.
P280: Pouzivejte ochranné rukavice.

P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte
lékarskou pomoc/osetreni.

P405: Skladujte uzamcené.

P501: Odstrante obsah/obal predanim opravnéné osobé k
nakladani s odpady nebo vracenim dodavateli.

VYSTRAHA: Lysing Solution (ED7040-3) obsahuje formaldehyd (¢. 50-00-0),
methanol (¢. 67-56-1) a diethylenglykol (¢. 111-46-6) v koncentracich
klasifikovanych jako nebezpecné.

Prvky oznaceni | Signalni slovo

Nebezpeci

H-véty H302: Zdravi skodlivy pfi poziti.

H315: Drazdi kazi.

H317: M(ze vyvolat alergickou koZni reakci.
H319: Zpusobuje vazné podrazdéni odi.

H331: Toxicky pfi vdechovani.

H335: Mlze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.
H341: Podezreni na genetické poskozeni.

H350: MzZe vyvolat rakovinu.

H371: MlzZe zpUsobit poskozeni organu.

H373: MUze zplsobit poskozeni ledvin pfi prodlouzené nebo
opakované expozici pfi poziti.
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EUHO071: ZpUsobuje poleptani dychacich cest.

P-véty P201: Pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

P260: Nevdechuijte pary.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranné bryle/oblicejovy stit.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledeijte
lékarskou pomoc/osetreni.

P403+P233: Skladujte na dobre vétraném misté. Uchovavejte obal
tésné uzavreny.

Uplné informace o rizicich, ktera predstavuji chemické latky a smési obsazené v
tomto vyrobku a o tom, jak s nimi zachazet a jak je likvidovat, naleznete v
Bezpecnostnim listu (SDS), ktery je k dispozici na www.exbio.cz.

Biologické riziko

Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materidly, které s nimi pfichazeji
do kontaktu, jsou vzdy povazovany za infekéni.

Pouzivejte osobni ochranné a bezpecnostni pomucky, abyste zabranili kontaktu s
kzi, o¢ima a sliznicemi.

DodrZujte vSechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiald.

Projevy znehodnoceni prostredku

Normalni vzhled reagencie Lysing Solution je ¢ird kapalina. Nepouzivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napt. zakal nebo zndmky precipitace.
Normalni vzhled reagencie Wash Buffer je €ira kapalina. Pokud zaznamenate
znamky precipitace, pfivedte roztok na pokojovou teplotu a nechte srazeninu
rozpustit.

Normalni vzhled reagencie Quenching Solution je tmavé modra kapalina. Pokud
zaznamenate znamky precipitace, privedté roztok na pokojovou teplotu a nechte
sraZzeninu rozpustit.

Normalni vzhled E. coli FITC je opalicka svétle zluta kapalina s
resuspendovatelnym sedimentem.

Omezeni pouzZiti

Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

Vzorek

Pouzijte periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako zdravotnicky
prostfedek s antikoagulantem heparin. Antikoagulanty EDTA a citrat rusi
stanoveni.

Vzorky krve zpracujte do 8 hodin po odbéru. Vzorek skladujte pfi laboratorni
teploté (20-25 °C). Neuchovavejte vzorek v chladnicce.
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Postup
Priprava reagencii
Wash Buffer

Woash Buffer naredte roztokem PBS a skladujte pfi 2-8 °C. Na jednu zkumavku je
potfeba minimalné 9 ml (18 ml/test). Po prvnim otevieni si reagencie zachovava
své funkéni charakteristiky aZ do data exspirace, pokud je skladovana za
uvedenych podminek v pivodni primarni nadobé.

Zredény promyvaci pufr (1X) je stabilni po dobu 1 mésice, pokud je skladovan v
davkovaci kapaliny nebo uzaviené nadobé pri teploté 2-8 °C.

Pouzijte nasledujici tabulku jako rychly nadvod k pozadovanému objemu.
Pocet vzorkt krve Celkem (ml) Wash Buffer (ml) PBS (ml)

10 200 8 192

Lysing Solution

Lysing Solution nafedte deionizovanou vodou a skladujte pfi 2-8 °C nebo pfi
pokojové teploté. Na jednu zkumavku je potfeba minimalné 2 ml (4 ml/test).

Po prvnim otevreni si reagencie zachovava své funkéni charakteristiky az do data
exspirace, pokud je skladovana za uvedenych podminek v plvodni primarni
nadobé. Zredény lyzacni roztok (1X) je stabilni po dobu 1 mésice pfi skladovani v
davkovaci kapaliny nebo uzaviené nadobé pri 2-8 °C nebo pfi pokojové teploté.

Pouzijte nasledujici tabulku jako rychly ndvod k pozadovanému objemu.

No. of samples Total (ml) Lysm%rilc;lutlon dH20 (ml)
10 40 4 36
E. coli FITC

Umistéte cinidlo do ledové lazné nebo uchovavejte cinidlo v chladnicce.
Quenching Solution

Umistéte cinidlo do ledové |azné nebo uchovavejte cinidlo v chladnicce.
DNA Staining Solution

Umistéte cinidlo do ledové lazné nebo uchovavejte cinidlo v chladnicce.

Priprava dalsiho zafizeni
Pripravte stojan na zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm) a vlozte jej do ledové
lazné.
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Stimulace vzorku
1. Pro kazdy vzorek si pripravte dvé zkumavky s kulatym dnem (12 x 75 mm).

Oznacte kazdou testovaci zkumavku identifikacnim Udajem vzorku a podle
stimulace:

e E. coli - vzorek inkubovany s fluorescen¢nimi bakteriemi,
e Negativni kontrola - vzorek inkubovany bez bakterii E. coli.
2. Pipetujte 50 ul dobre promychané krve na dno testovaci zkumavky.
Vzorky ve zkumavkach chladte 10 minut v ledové lazni.
3. Pridejte 10 ul dobre promychané E. coli-FITC do zkumavky oznacené E. coli.
Promichejte na vortexu a zkumavku vratte do ledové lazné.
Do kontrolnich zkumavek nepfidavejte nic.
4. Preneste vsechny zkumavky (i kontrolni) do 37 °C a inkubuijte:
e po dobu 30 minut v inkubatoru pripadné
¢ 10 minut ve vodni lazni.
5. Vratte zkumavky na led a nechte 5 minut chladit.
Postup znaceni
1. Pridejte 100 ul vychlazeného Quenching Solution na dno testovaci zkumavky.
Promichejte obsah na vortexu.
2. Promyti:
Pridejte 3 ml vychlazeného naredéného (1X) Wash Buffer.

Centrifugujte po dobu 5 minut pfi 200x g, supernatant vylijte do nadoby
s desinfekénim prostredkem.

POZNAMKA: Centrifugace pfi 2-8 °C ¢ini buné&nou peletu pfilis pevnou a
erytrocyty jsou ¢aste¢né odolné v(ci lyzi. Postup byl navrZen pro centrifugy
bez moznosti chlazeni.

3. Opakujte promyti:
Pridejte 3 ml vychlazeného narfedéného (1X) Wash Buffer.

Centrifugujte po dobu 5 minut pfi 200x g, supernatant vylijte do nadoby
s desinfekénim prostfedkem. Resuspendujte bunécnou peletu ve zbytkovém
objemu pomoci vortexu.
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4. Pridejte 2 ml nafedéného (1X) Lysing Solution (laboratorni teplota) a v pripadé
potieby pipetou nasatim nahoru a dol(i resuspendujte zbyvajici agregaty.

Inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté ve tmé.
5. Centrifugujte po dobu 5 minut pfi 200x g, odsajte supernatant.
6. Zavérecné promiti:
Pridejte 3 ml studeného naredéného (1X) Wash Buffer.
Centrifugujte po dobu 5 minut pfi 200x g, odsajte supernatant.

7. Resuspendujte sediment ve 300 ul vychlazeného DNA Staining Solution a
inkubujte na ledu ve tmé po dobu 10 minut.

8. Obarveny vzorek okamzité zmérte pomoci pritokového cytometru. Pokud
obarveny vzorek nebude zméren okamzité, uchovavejte pfi 2-8 °C v temnu a
analyzujte do 2 hodin.

Analyza pratokovym cytometrem

Pratokovy cytometr vybrany k pouZziti s produktem IngoFlowEx Kit musi byt
rutinné kalibrovan pomoci fluorescencnich mikrokulicek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektor.

Pfi nespravné udrzbé mlze pratokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci Nutna zafizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochromd.

Pred analyzou obarveného vzorku nastavte napéti na pozadovanych
fluorescencnich detektorech. Napéti na fotonasobici by mélo byt nastaveno
dostatecné vysoko, aby minimum negativnich udalosti bylo zaznamenano v nultém
kanalu na ose fluorescence. Napéti na fotonasobici by také nemélo prekrocit
hodnoty, pfi kterych jsou pozitivni udalosti natlaceny k pravé ose.

Kompenzujte fluorescencni signaly mezi detektory pred nebo po sbéru dat. Pokud
jsou fluorescencni signaly nespravné kompenzovany nebo pokud jsou regiony
(gates) umistény nepresné, mohou byt data nespravné interpretovana.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software uréeny pro offline analyzu cytometrickych dat (napf.
FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Chcete-li analyzovat dostate¢ny pocet fagocytarnich bunék (~3 000 neutrofild),
nasbirejte alesporn 10 000 leukocytt (udalosti barvené propidium jodidem) na
vzorek.

8/14



Stanoveni presvitu fluorescence a nastaveni kompenzace cytometru

Pri standardnim nastaveni cytometru neni spektralni prekryvani vaznym
problémem, ale v pfipadé potreby lze presvit mezi detektory pouzitymi pri
mérenich IngoFlowEx Kit urcit provedenim sady jednoslozkovych obarvenych
reakci se vzorkem od zdravého darce krve.

1. Vzorek krve inkubovany s E. coli FITC a zpracovany podle protokolu, ale bez
pridani Quenching Solution a DNA Staining Solution.

2. Vzorek krve inkubovany bez E. coli FITC a zpracovany podle protokolu (s
roztokem Quenching Solution), ale bez pfidani DNA Staining Solution.

1. Vzorek krve inkubovany bez E. coli FITC a zpracovany podle protokolu (s DNA
Staining Solution), ale bez pfidani Quenching Solution.

Zaznamenejte intenzity fluorescence pro kazdy kanal a upravte nastaveni
kompenzace na zakladé hodnot prekryti vypocitanych z méreni.
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Analyza dat
Zobrazte data jako histogram, kde osa X predstavuje PE kanal intenzity
fluorescence.

POZNAMKA: Chcete-li analyzovat dostateény pocet fagocytarnich bunék
(~3 000 neutrofild), ziskejte alespori 10 000 leukocytt PE svétlé udalosti,
tj. udalosti barvené propidium jodidem, na vzorek.

Vytvorte ohraniceni, které vylucuje dim udalosti (debris a bakterialni shluky) z dalsi
analyzy (obrazek 1).

Obrazek 1 Ohraniceni leukocytt (PE svétlé udalosti) k vylouceni debris a bakterialnich
shlukd z dalsi analyzy.
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Zobrazte leukocyty v grafu side-scatter (SSC) versus forward-scatter (FSC).
Nastavte ohrani€eni pro granulocyty a monocyty (obrazek 2).

Obrazek 2 Ohraniceni granulocytd a monocytd.
(data ziskana na BD FACSCanto™)
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Zobrazte granulocyty a monocyty jako histogramy, kde osa X predstavuje intenzitu
fluorescence v kanalu FITC. PouZijte negativni kontrolu k nastaveni rozliSovaciho
gatu mezi nefagocytujicimi (FITC negativni) a fagocytujicimi (FITC pozitivni)
bunkami.

Obrazek 3a  Prekryti granulocyt( jako histogram intenzity fluorescence kanalu FITC z
negativni kontroly (¢ervena ¢ara) a z reakce E. coli FITC (modra cara).
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Obrazek 3b  Prekryti monocyt( jako histogram intenzity fluorescence kanélu FITC z
negativni kontroly (Cervena ¢ara) az reakce E. coli FITC (modra ¢ara).
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Interpretace dat
1) Procento fagocytujicich bunék (obsahujicich fluorescen¢ni bakterie E. coli)

nebo
2) Mnozstvi pozitych bakterii porovnanim primérné fluorescence

fagocytujicich bunék mezi vzorky.

POZNAMKA: Bakterie jsou dodavany v suspenzi a priimérna intenzita
fluorescence bakterii se béhem skladovani snizuje. Srovnani mezi mnozstvim
pozitych bakterii Ize provést pouze v pfipadé, Ze vzorky byly testovany ve
stejny den.

Ocekavané hodnoty

Primérné hodnoty aktivné fagocytujicich bunék byly stanoveny vysetfenim vzorkd
od tfinacti zdravych darcl krve.

Procento fagocytujicich bunék

Subpopulace bunék
Hbpopuiace bune Pramér (+/- 2SD)

Granulocyty 91 (83-100)

Monocyty 82 (72-94)
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Opakovatelnost

Opakovatelnost pro stanoveni procentudlniho zastoupeni aktivné fagocytujicich
bunék byla vypocitana z vysledku ziskanych mérenim ¢tyr paralelnich reakci
vzork( krve od zdravych darc(. Variabilita je vyjadfena pramérnym koeficientem
variability.

Naméreny rozsah CV (%)
(procento fagocytujicich bunék) (min-max)
Granulocyty 83-97 1,8 (0,1-4,9)
Monocyty 73-91 4.8 (1,0-15,8)

Odkazy

1) M. O’Gorman. Clinical evaluation of Myeloid and Monocytic Cell functions in
Manual of Molecular and Clinical Laboratory Immunology edited by B.
Detrick, 7th edition, AMS Press 2006, Page 272-280.

Pouziti ochrannych znamek tretich stran

FlowJo™ a FACSCanto™ jsou registrované ochranné znamky firmy Becton,
Dickinson a Company, VenturiOne® je registrovana ochranna znamka firmy
Applied Cytometry, Infinicyt™ je registrovana ochranna znamka firmy Cytognos
S.L.

Historie revizi

Verze 8, ED7040_TDS_v8
Zména klasifikace nebezpecnosti u komponenty ED7040-3 Lysing Solution.

Vyrobce

EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Czech Republic

Kontaktni informace
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

POZNAMKA: Jakakoli vazna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s produktem,
musi byt oznamena vyrobci a mistnimu pFislusnému Uradu.
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