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1. Kullanim Amaci

FagoFlowEXx Kit, akis sitometrisi ile tam kandaki solunum (oksidatif) patlamasini
Olcerek notrofil grandlositlerin fagositik aktivitesinin belirlenmesi icin tasarlanmistir.

Tespit edilen ve/veya élciilen nedir?
Cihaz, florojenik substrat Dihidrorhodamin 123 kullanarak asagidaki iki parametreyi
tespit eder ve olcer:
e E. coli bakterisinin alimina karsilik olarak reaktif oksijen turleri (ROS) lireten
notrofil granilositlerinin ylzdesi
e ROS Ureten enzimlerin intraseliler aktivitesi.

Cihazin islevi
Cihaz, konjenital veya edinilmis immiin yetmezligin taranmasi/teshisine yardimci
olmak amaciyla tasarlanmistir.

Fizyolojik veya patolojik durumun kapsami

Notrofil granilositlerin reaktif oksijen tiirlerinin Gretimini katalize edememesi,
tekrarlayan siddetli bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar ve doku graniilomu olusumu
ortak fenotipine sahip bir kalitsal bozukluk grubu olan Kronik Graniilomatéz
Hastaliga (CGD) sebep olmaktadir 234, CGD ile uyumlu sonuclar, enfeksiyon
insidansinda artis olmadan genellikle normal bir fenotip olarak ortaya cikan en
yaygin fagosit defekti olan MPO eksikliginden de kaynaklanabilir .

ROS ureten enzimlerde defekt olmadan fagositik aktivitede gorilen azalma, primer
degisken immiin yetmezlikleri ve plazma opsonin yetmezlikleri veya sekonder
immun yetmezlikleri gibi immiinstipresyona iliskin farkli klinik durumlarda da ortaya
ctkmaktadir 7,

Test tiirii
Otomatik degil
Nicel

Gereken 6rnek tiirii
insan heparin-antikoagiile tam kani

Test popiilasyonu
Granlilosit fonksiyon defekti sliphesi tasiyan bir hasta

2. Hedef kullanici

Cihaz yalnizca profesyonel laboratuvar kullanimi igin tasarlanmistir. Hasta basi

testler veya kendi kendine yapilan testler icin uygun degildir.

Yeterlilige iliskin gereklilikler

Hedef kullanici, insan hiicrelerinin akis sitometrisi analizi, pipetleme becerileri dahil
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olmak Uzere standart laboratuvar teknikleri, insan viicudundan elde edilen
orneklerin gilivenli ve uygun sekilde islenmesi konularinda son teknolojiye uygun
uzmanliga sahip olmalidir.

Hedef kullanici EN ISO 15189 standardina veya varsa diger ulusal hiikiimlere
uymahdir.

3. Test prensibi

Test, florojenik bir substrat olan Dihidrorhodamin 123 (DHR123) kullanilarak
noétrofil granilositlerdeki ROS tretiminin olciilmesine dayanmaktadir.

Test sirasinda bir insan kani 6rnegi, 1siyla inaktive edilmis E. coli bakterisi ve
DHR123 kullanilarak inkiibe edilir. Reaksiyon karisimi, nétrofil granilositler
tarafindan E. coli fagositozunun saglanmasi icin 37°C sicakliga getirilir. inkiibasyon
sirasinda bakteriler hiicreler tarafindan aktif olarak emilirken, floresan olmayan
DHR123 ise konsantrasyon gradyani sayesinde pasif olarak intraseliiler ortama
girer. Bakteriler hiicresel fagozomlarin icine hapsolur ve ROS (retimiyle sonuclanan
enzimatik reaksiyonlari tetikler. ROS iyonlari DHR123'li floresan rodamin 123'e
(R123) okside eder ve kan 6rneginin alinmasi sirasinda bir akis sitometresinden
gelen lazer isini tarafindan eksite edilir. R123'ten ROS lireten enzimlerin
intraselliler aktivitesine karsilik gelen i1sik emisyonu toplanir ve akis sitometresi ile
analiz edilir.

E. coli stimUilasyonuna paralel sekilde, E. coli icermeyen bir reaksiyon olan negatif
kontrol reaksiyonu ve fagositoz yapmadan ROS lreten enzimleri aktiflestiren
Forbol 12-miristat 13-asetat kullanilan bir reaksiyon olan pozitif kontrol reaksiyonu
olmak Uzere iki reaksiyon daha gerceklestirilir.

Floresanlari negatif kontrol reaksiyonundaki hiicrelerin floresanini asarsa hiicrelerin
aktif olarak fagosit oldugu kabul edilir. Sonuc, fagosit hiicrelerin ylizdesi olarak
raporlanir. Fagosit hiicrelerin floresan yogunlugu, ROS lreten enzimlerin
intraselliler aktivitesiyle dogru orantilidir.

4. Saglanan reaktif/reaktifler

icindekiler

FagoFlowEx Kit cihazi ile 100 test yapilabilir ve cihaz asagidaki reaktiflerle birlikte
saglanir:

E. coli (5 viyal), liyofilize E. coli bakterilerini icerir, 20 kan 6rneginin stimtlasyonu
icin 1 viyal yeterlidir (ED7042-1).

DHR123 (5 viyal), liyofilize Dihidrorhodamin 123 icerir, 1 viyal 60 kan 6rneginin
boyanmasi icin yeterlidir (ED7042-2).

Stimulation Control (5 viyal), liyofilize PMA (Forbol 12-miristat 13-asetat) icerir, 1
viyal 20 pozitif kontrol testi icin tasarlanmistir (ED7042-3).

3/22



Lysing Solution (1 sise) 15 ml kullanima hazir sollisyon (ED7042-4) iceren.

5. Gereken ancak saglanmayan malzemeler

Yuvarlak tabanli test tiipleri (12 x 75 mm)
Deiyonize su (Reaktif dereceli)

6. Gerekli ekipman

Ornek ve reaktiflerin pipetlenmesi icin tek kullanimlik uclara (10-1000 wl) sahip
otomatik pipet

Vorteks mikser

Test tuplerini 37 °C'de inklibe edebilen termostat (hava inkiibatori) veya su
banyosu

Akis sitometresi lazer eksitasyon kaynagi (488 nm), sacihimlar icin dedektorler, optik
filtreler ve Tablo 1'de verilen florokromdan sinyal toplamak icin uygun emisyon
dedektor.

Tablo1 Cihazda kullanilan florokromun spektral 6zelligi

Florokrom Eksitasyon [nm] Emisyon [nm]

Rodamin 123 488 525

NOT: Cihaz, BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™
(BD Biosciences), Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter) ve
Sysmex™ XF-1600 (Sysmex Corporation) akis sitometrelerinde test edilmistir.

7. Depolama ve tasima

2 - 8°C sicaklikta muhafaza edin.
Uzun siire 1siga maruz birakmaktan kacinin.
Dondurmayin.

Calisma sollisyonlarinin (varsa) saklama kosullari ve stabilitesinin yani sira ilk
acilisindan sonraki Kullanim stabilitesi ve raf dmri hakkinda bilgi edinmek icin
Boliim 10 Prosediir (Reaktif Hazirlama) kismina bakin.
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8. Uyarilar, 6nlemler ve kullanim kisitlamalari
GHS Tehlike Siniflandirmasi

UYARI: Lysing Solution (ED7042-4) tehlikeli olarak siniflandirilan
konsantrasyonlarda formaldehit (CAS No. 50-00-0) ve metanol
(CAS No. 67-56-1) icerir.

Tehlike

Etiket dgeleri Sinyal kelimesi
H302 Yutulmasi zararhdir.

H315 Ciltte tahrise neden olur.

H317 Alerijik cilt reaksiyonuna neden olabilir.
H ifadeleri H319 Gozlerde ciddi tahrise neden olur.
H335 Solunum yollarinda tahrise neden olabilir.
H341 Genetik bozukluklara neden oldugundan stipheleniliyor.
H350 Kansere neden olabilir.

P201 Kullanmadan 6nce 6zel talimatlari edinin.

P264 Kullandiktan sonra ellerinizi ve viicudunuzun acikta kalan
kisimlarini iyice yikayin.

P280 Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/g6z korumasi kullanin.
P301 + P312 YUTULMASI DURUMUNDA: Kendinizi iyi
hissetmiyorsaniz bir doktora basvurun.

P302 + P352 CILTLE TEMAS ETMESI DURUMUNDA: Bol su ve
sabunla yikayin.

P ifadeleri P305 + P351 + P338 GOZLE TEMAS ETMESI DURUMUNDA:
Birkac dakika boyunca suyla iyice durulayin. Varsa ve cikarmasi
kolaysa kontakt lensleri cikarin. Durulama islemine devam edin.
P308 + P313 Maruz kalinirsa veya maruz kalindigindan
endiselenilirse: Tibbi tavsiye/midahale alin.

P333 + P313 Ciltte tahris veya kizariklik olusursa: Tibbi
tavsiye/midahale alin.

P362 + P364 Kirlenen giysileri cikarin ve tekrar kullanmadan
once yikayin.
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Uriintin icerdigi kimyasal maddeler ve karisimlarin olusturdugu riskler ve bunlarin
nasil ele alinmasi ve imha edilmesi gerektigi hakkinda ayrintili bilgi icin
www.exbio.cz adresindeki Uriin sayfasinda yer alan Glvenlik Bilgi Formuna (SDS)
bakin.

Biyolojik Tehlike

insan biyolojik numuneleri ve kan érnekleri ile bunlara temas eden her tiirlii madde
her zaman bulasici madde olarak kabul edilir.

Cilt, gbz ve mukoza zarlariyla temasini dnlemek icin kisisel koruyucu ekipman ve
glivenlik ekipmanlari kullanin.

Bulasici maddelerin tasinmasi ve imha edilmesine iliskin gecerli tiim yasa,
yonetmelik ve proseddirlere uyun.

Bozulma belirtisi
Saglanan liyofilize reaktiflerin normal gériiniimii beyaz bir toz (E. coli ve
Stimiilasyon Kontrolii) veya kati bir liyofilize kek seklindedir (DHR123). Gértiiniimde

renk degisimi veya sivilasma gibi herhangi bir degisiklik gézlemlerseniz reaktifi
kullanmayin.

Lizis sollisyonu normalde berrak bir sivi seklinde goriintir. Gértiniimiinde bulaniklik
veya cokelme belirtileri gibi herhangi bir degisiklik oldugunu gozlemlerseniz reaktifi
kullanmayin.

Kullanim kisitlamalari
Uriin etiketlerinde belirtilen son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

9. Ornek

Tibbi cihaz olarak siniflandirilan ve heparin antikoagiilan iceren 6rnek kabinda
toplanan vendz periferik kani kullanin.

DiKKAT: EDTA ve sitrat antikoagulanlari analiz sonuclarini olumsuz etkiler.
Toplama tiplndeki kan 6rnegi oda sicakliginda muhafaza edilmelidir. Buzdolabinda

muhafaza etmeyin.
Kan ornegini toplandiktan sonra en gec 24 saat icinde isleme alin.

10.Prosediir

Saglanan reaktifin/reaktiflerin hazirlanmasi

E. coli

E. coli viyalinin icerigini 250 ul deiyonize suda sulandirin. Her 6lctim giini taze
olarak hazirlayin, 2-8°C'de saklayin ve sonraki 8 saat icinde kullanin. Alternatif
olarak, reaktif -20°C ila -80°C sicaklikta dondurulabilir ve 7 giin icinde kullanilabilir.

DiKKAT: Tekrarlanan dondurma/cézme déngiilerinden kacinin.
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DHR123

DHR123 viyalinin icerigini 650 ul deiyonize suda sulandirin. Her 6lciim giinii taze
olarak hazirlayin, 2-8°C'de saklayin ve sonraki 8 saat icinde kullanin. Alternatif
olarak, reaktif -20°C ila -80°C sicaklikta dondurulabilir ve 7 giin icinde kullanilabilir.

NOT: Alikotlanan soliisyon 5 dondurma/¢ézme déngiisiine kadar dayanabilir.

Stimulation Control

Stimiilasyon Kontrolinin icerigini 250 ul deiyonize suda sulandirin. Her 6l¢iim
glinli taze olarak hazirlayin, 2-8°C'de saklayin ve sonraki 8 saat icinde kullanin.
Alternatif olarak, reaktif -20°C ila -80°C sicaklikta dondurulabilir ve 7 giin icinde
kullanilabilir.

NOT: Alikotlanan sollisyon 5 dondurma/c6zme dénglistine kadar dayanabilir.

Lysing Solution
Reaktif kullanima hazirdir.

NOT: Reaktifi kullanmadan 6nce oda sicakligina getirin.
Ornek boyama

1. Bir hastanin muayenesinde, lic adet 12 x 75 mm yuvarlak tabanli test tliptni
uygun ornek tanimlamasiyla etiketleyin ve asagidakileri isaretleyin

E. coli ile stimiile edilmis reaksiyon,

pozitif kontrol reaksiyonu (PMA stimiilasyonu)
ve negatif kontrol reaksiyonu.

Tulerin dibine asagidaki sekilde pipetleme yapin:

e E. coli ile stimile edilmis reaksiyon olarak isaretlenen tiipe 10 ul E. coli
pipetleyin.

e Pozitif kontrol reaksiyonu olarak isaretlenen tipe 10 pl Stimilasyon
Kontroli pipetleyin.

o Negatif kontrol reaksiyonu olarak isaretlenen tiipe hicbir sey pipetlemeyin.

2. Test taplerinin her birinin dibine 50 pl iyice karistirilmis kan 6rnegi pipetleyin ve
hafifce karistirin.

DIKKAT: Test tuiplintin yan tarafina kan damlatmaktan kacinin. Tiiptin kenarinda
kan lekesi veya damlacik kalirsa reaktifle boyanmayabilir veya eritrositler
¢6ziinmeyebilir ve test sonucu dogru olmayabilir.

3. Test tiplerinin her birinin dibine 10 ul DHR123 pipetleyin ve hafifce karistirin.
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4. Test tlplerini su banyosunda 20 dakikaligina veya hava inkiibat6riinde 30
dakikahgina 37°C'ye ayarlayin.

5. Test tuplerinin her birine 50 pl Lysing Solution ekleyin. Yavasca karistirin ve test
tuplerini karanlikta oda sicakhginda 5 dakika boyunca inkiibe edin.

6. Her bir test tipline 1 ml deiyonize su ekleyin, hafifce karistirin ve karanlikta
oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkibe edin.

7. Boyali 6rnegi aninda akis sitometresinden alin. Boyali 6rnek hemen
alinmayacaksa test tlipliniin kapagini kapatin, 2 - 8°C sicaklikta karanlik
ortamda saklayin ve 2 saat icinde analiz edin.

DiKKAT: DHR123'iin oksidasyonu ile tiretilen Rodamin 123'tin floresani FITC
kanalinda (525 nm) tespit edilir. Rodamin 123, Sekil 8'de gosterildigi tzere
grantlositlerden hizla salindigi icin 6rneklerin miimkiin olan en kisa siirede
(lizisten sonra en gec 2 saat icinde), tercihen standardize edilmis kisith bir
zaman araliginda dlctilmesi gerekir (sayfa 18'e bakin).

DiKKAT: Topaklanmalari 6nlemek icin akis sitometresinde gériintii almadan
hemen 6nce boyali 6rnegi karistirin.

Akis sitometrisi analizi

FagoFlowEx Kit cihazi ile kullanilmak Uizere secilen akis sitometresi, sitometre
Ureticisinin talimatlarina gére dedektorlerin sabit hassasiyetini saglamak igin
floresan mikro boncuklar kullanilarak rutin olarak kalibre edilmelidir.

Akis sitometresinin bakimi diizgilin yapilmazsa yanlis sonuclar verebilir.

Gerekli ekipman baslikl Bélim 6'daki florokromlarin eksitasyon ve emisyon
ozelliklerine uygun lazerler ve floresan dedektorleri icin Ureticinin sitometre
spesifikasyonlarina bakin.

Boyali 6rnek analizinden once ilgili floresan dedektorlerindeki gerilimleri ayarlayin.
PMT dedektoriindeki gerilim yeterli diizeyde yiiksek ayarlanmali, boylece en az
negatif boyali olay floresan eksenindeki O. kanalla etkilesime girmelidir. PMT
dedektori gerilimi de pozitif olaylarin sag eksene baskilandigl degerleri
asmamalidir.

Olciilen veri analizi icin Uretici tarafindan gelistirilen sitometre yazilimi veya cevrim
disi sitometri veri analizine 6zel yazilim (6rnegin FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™)
kullanilabilir.
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Bir hasta 6rneginin analizi

En az 5.000 - 10.000 I6kosit olayi elde edin. Elde edilen olaylari yana sacilim (SSC)
ve 6ne sacihm (FSC) noktasal grafiginde gorsellestirin. Grandilositlerin etrafindaki
gecidi Sekil 1'de gosterildigi gibi ayarlayin.

DiKKAT: Bakterilerin yutulmasi granlositlerin SSC-FSC noktasal grafigindeki
konumunu etkiler. Bu nedenle gecidi her reaksiyon icin ayri olarak ayarlayin.

Sekil 1 Graniilosit popllasyonunu grafigi

250K -

Side Scatter

100K 150K 200K 250K

Forward Scatter
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Gecitli grantilositleri, X ekseninin FITC kanalindaki floresan yogunlugunu belirttigi
histogramlar seklinde gorsellestirin. Pozitif (aktif olarak fagosit olan ve ROS lreten
hicreler) ve negatif (fagosit olmayan ve ROS Uretmeyen hiicreler) grantlositleri
birbirinden ayirmak tzere uygun bir gecit olusturmak icin negatif kontrol
reaksiyonunu kullanin. Gecidi E. coli stimiilasyon reaksiyonuna ve pozitif kontrol
reaksiyonuna kopyalayin (Sekil 2a, 2b, 2c).

Oksidatif patlamaya ugrayan graniilositler Rodamin 123'lin parlak floresanini ortaya
cikarir. Pozitif ve negatif grantlositlerin ortalama floresan yogunlugunu hesaplayin.
Floresan yogunlugu, ROS lreten enzimlerin intraselliler aktivitesi ile dogru
orantilidir.

Sekil 2a Negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen graniilosit floresan yogunlugunun
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Sekil 2b E. coliile stimiile edilmis reaksiyondan elde edilen granilosit floresan

Relative Cell Count

yogunlugunun histogrami
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Sekil 2c  Pozitif kontrol reaksiyonunda elde edilen graniilosit floresan yogunlugunun
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Analitik sonuclarin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

Nicel parametreler

iki nicel parametre rapor edilmis ve fagositik aktivitede bir defekt veya ROS
Uretiminde bir defekt belirtisi olup olmadigi acisindan yorumlanmistir:

a) E. coli stimiilasyonunun ardindan solunum patlamasi gosteren pozitif
granilositlerin goreceli sayisi.

b) Stimulasyon endeksi (Sl), E. coli ile stimile edilen reaksiyonun pozitif
granilositleri ile negatif kontrol reaksiyonunun negatif grandlositlerinin ortalama
floresan yogunlugu (MFI) orani Gizerinden hesaplanmistir.

Stimulasyon Endeksi hesaplamasi 6rnegi

Tablo 2 Negatif kontrol reaksiyonu: Negatif ve pozitif granilositlerin MFI degeri

Populasyon Sayi (%) Ortalama FITC-A
negatif 95,2 550
pozitif 481 3995

Tablo 3 E. coli ile stimiile edilmis reaksiyon: Negatif ve pozitif grantlositlerin MFI degeri

Populasyon Sayi (%) Ortalama FITC-A
negatif 0,056 1224
pozitif 99,9 53836

E. coli ile stimiile edilmis reaksiyondan elde edilen pozitif graniilositlerin MFI degerinin orani
(Tablo 3), negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen negatif granulositlerin MFI degerine
balunur (Tablo 2).

E.coli ile uyarilmis reaksiyondan pozitif granilositlerin MFI degerin
Negatif kontrol reaksiyonundan negatif graniilositlerin MFI degeri

53836
550

= SI (Stimiilasyon Endeksi) = 98
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Nitel parametreler

Nitel veri yorumlamasi, sinyal dagihmini degerlendirmek ve birden fazla grantlosit
popilasyonunun meydana gelmesi durumunda ayri olarak analiz edilmesi gereken
bireysel tepe noktalarini tanimlamak amaciyla histogram katmanlarini icerir.

Solunum patlamasi defektleri (DHR123'iin oksidasyon eksikligi) durumunda, ortaya
cikan granilosit histogramlari E. coli stimiilasyon reaksiyonu ile pozitif kontrol
reaksiyonu arasindaki sinyal dagilimi uyumunu ortaya koyacaktir (Sekil 4, 5, 6).

Fagositik aktivite defektleri (partikiil aliminin azalmasi) durumunda, ortaya cikan
granilosit histogramlari E. coli stimilasyon reaksiyonu ile pozitif kontrol reaksiyonu
arasindaki sinyal dagihmi tutarsizligini ortaya koyacaktir. E. coli ile stimiile edilen
reaksiyonda graniilosit popilasyonu farkli floresan yogunluklarina sahip birden
fazla tepe noktasina béliinecektir, pozitif kontrol reaksiyonunda ise tek bir tepe
noktasi olacaktir (Sekil 7).

NOT: Olagan disi sonuglarin tespit edilmesi, yalnizca diger testler ile
dogrulanmasi gereken hastalik stiphesinin varligina isaret eder.

Saghkh dondriin normal sonucu
Grandilositler hem E. coli hem de pozitif kontrol reaksiyonu ile stimiile edildikten
sonra ylksek solunum patlamasi gosterir (Sekil 3).

Sekil 3 Histogram katmani: Solunum patlamasi defekti olmayan saglkli donér, (SI = 98,
pozitif grantlositlerin rolatif sayisi %99,9). E. coli ile stimule edilmis granilositlerin (ici
kirmiziyla boyanmis), negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen grandlositlerin (siyahla
cizilmis) ve pozitif kontrol reaksiyonundan elde edilen grandilositlerin (ici maviyle boyanmis)
FITC dedektoriindeki sinyal dagilhimi.
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Solunum patlamasi defektine isaret eden sonuclar

1) Diisiik sinyal yogunluguna sahip tek tepe noktasi

Granllositler hem E. coli hem de pozitif kontrol reaksiyonu ile stimile edildikten
sonra dusik solunum patlamasi gosteriyorsa bu durum miyeloperoksidaz (MPO)
eksikligine (Sekil 4) veya daha az yaygin olan kronik graniilomat6z hastaligina
(CGD) isaret eder (Sekil 5). CGD'deki solunum patlamasinin yogunlugu, NADPH
oksidaz enzim kompleksinde meydana gelen mutasyona baglidir. Hastaligin bes
otozomal resesif tipi (1 - 5) ve bir X'e bagh resesif tipi vardir.

DIiKKAT: Test, CGD ve MPO eksikligi arasinda farklilik gésteremez.

Sekil 4 Histogram katmani: MPO eksikligine sahip hasta, (SI = 11, pozitif grantlositlerin
goreceli sayisi %89,7). E. coli ile stimule edilmis grantlositlerin (ici kirmiziyla boyanmis),
negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen grantlositlerin (siyahla cizilmis) ve pozitif kontrol
reaksiyonundan elde edilen grandlositlerin (ici maviyle boyanmis) FITC dedektoriindeki
sinyal dagihmi.
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Sekil 5 Histogram katmani: X'e bagli CGD'ye sahip erkek hasta, (S| = 16, pozitif
granilositlerin géreceli sayisi %99). E. coli ile stimile edilmis grantilositlerin (ici kirmiziyla
boyanmis), negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen granilositlerin (siyahla cizilmis) ve

pozitif kontrol reaksiyonundan elde edilen grantilositlerin (ici maviyle boyanmis) FITC
dedektorindeki sinyal dagilhimi.
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2) Farkli sinyal yogunluguna sahip iki tepe noktasi

Bir kadin hastanin grantlositleri hem E. coli hem de pozitif kontrol reaksiyonu ile
stimdile edildikten sonra solunum patlamasi yogunlugu acisindan farkhlk gésteren
iki alt popiilasyon ortaya koyarsa (Sekil 6) bu durum hastanin X-'e bagli CGD
tastyicisi oldugunu gosterir.

DIKKAT: Histogramda iic ve daha fazla tepe noktasi olmasi, SSC ve FSC
noktasal grafigindeki (Sekil 1) grandilosit popllasyon gecidinin monositlerle veya
fagositik olmayan 6li hiicrelerle kontamine oldugunu gosterir.

Sekil 6 Histogram katmani: NADPH oksidaz geninde X'e bagli mutasyon tasiyan kadin. iki
granilosit alt popUilasyonu solunum patlamasi yogunlugu bakimindan farkhhk
gostermektedir (diisiik MFI tepe noktasi Sl = 14, grantlositlerin géreceli sayisi %35, yliksek
MFI tepe noktasi SI = 125, grantilositlerin géreceli sayisi %65). E. coli ile stimile edilmis
granllositlerin (ici kirmiziyla boyanmis), negatif kontrol reaksiyonundan elde edilen
granlositlerin (siyahla cizilmis) ve pozitif kontrol reaksiyonundan elde edilen grandilositlerin
(ici maviyle boyanmis) FITC dedektortindeki sinyal dagilimi.
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Fagositik aktivite defektine isaret eden sonuclar

Pozitif kontrol reaksiyonu ve E. coli ile stimiile edilmis reaksiyon arasindaki farkl
tepe noktasi modeli

E. coli ile stimiile edilen granilositler diistik solunum patlamasi gosteriyor ve pozitif
kontrol reaksiyonu ile stimtle edilen granilositler yliksek solunum patlamasi
gosteriyorsa (Sekil 7) bu durum, graniilosit fagositik aktivitesinde bir defekt
oldugunu, ayrica kan 6rneginin antikoagtilan EDTA veya sitrat icerdigini ya da
ornegin eski oldugunu veya yanlis saklandigini belirtir.

Sekil 7 Histogram katmani: EDTA ile antikoagiile edilmis 6rnek (diistik MFI tepe noktasi Sl =
1, goreceli granilosit sayisi %73, yliksek MFI tepe noktasi Sl = 25, goreceli granilosit sayisi
%9). E. coli ile stimile edilmis grantlositlerin (i¢i kirmiziyla boyanmis), negatif kontrol
reaksiyonundan elde edilen grandlositlerin (siyahla ¢izilmis) ve pozitif kontrol
reaksiyonundan elde edilen grandilositlerin (ici maviyle boyanmis) FITC dedektoriindeki
sinyal dagihmi.
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11. Analitik performans

Kesinlik (tekrarlanabilirlik ve yeniden uretilebilirlik)

Testin yeniden uretilebilirligi, ayni deneysel kosullar altinda ayni glinde saghkli kan
bagiscilarindan alinan alti kan 6rnegini analiz eden bes operator tarafindan elde
edilen veriler kullanilarak belirlenmistir.

Asagidaki parametreler hesaplanmistir:

a) Pozitif granilositlerin géreceli sayisinin belirlenmesi icin

CV =%2
b) Stimulasyon endeksinin belirlenmesi icin
CV=%11

Testin tekrarlanabilirligi belirlenmemistir. R123'lin hiicrelerden salinmasiyla iliskili
MFI degisikliklerinin dinamigi nedeniyle (Sekil 8, 9, 10) tekrarlanabilirlik degerleri,
ornek islemenin sonu (fiksasyon/RBC lizisi) ve FACS analizi arasinda gecen slireye
bagl olacaktir. Analizin kliclik 6rnek serileri tizerinde ve standardize edilmis dar
zaman araliginda yapilmasi tavsiye edilir. Alternatif olarak, MFI degiskenliginin en
aza indirilmesi acisindan daha uzun bir zaman araliginin ardindan (40 dakika) daha
bilyik seriler analiz edilebilir.

Sekil 8 Granilosit ortalama floresan yogunlugunun (MFI) kirmizi kan htcresi lizisi

sonrasinda zamanla gelisimi, 6rnek olarak bir kan 6rnegi (saghkh donor).
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Sekil 9 Granulosit fagositik aktivitesinin (%) kirmizi kan hlicresi lizisinden sonra zaman
icerisindeki gelisimi, 3 farkh kan 6rnegi (saglikli donérler).
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Sekil 10 Stimilasyon Endeksinin kirmizi kan hiicresi lizisinden sonra zaman icerisindeki
gelisimi, 3 farkli kan 6rnegi (saglikl dondrler).
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12.Klinik performans

Test, toplam 47 hastadan alinan 6rnekler kullanilarak PhagoBurst (Orpegen Pharma
GmbH) ile yapilan karsilastirmali dlctimlerle degerlendirilmistir (Tablo 4). Her iki kit
sunlari tespit edebilmistir: a) partikil aliminda basarisizlik (dislik fagositik aktivite)
ve b) %100 hassasiyet ve %100 6zgullige sahip oksidatif patlama bozukluklari
(MPO eksikligi, CGD).

Tablo 4 Performans degerlendirme calismasindaki hasta 6zellikleri

Hasta ozellikleri n

Saglikh don6r (iliskisiz immiinolojik bozukluk) 40

CGD (2 hasta ve bir CGD tasiyicisi) 3

MPO eksikligi 2

Diistk fagositik akti\{ite (h:';\stallk modeli - EDTA 9
antikoagtilani)

Eski 6rnekler (saglhkh donorlerin 48 saat icindeki 4

tekrarlayan olctimleri)

13.Beklenen degerler
Granllositlerin solunum patlamasi etkinliginin normal araligl, saglikli yetiskinlerden
alinan 40 periferik kan érneginde incelenmistir.

e Solunum patlamasi aktivitesi olan grantlositler
%90 - 100
e Granulositlerin stimiilasyon endeksi > 30
3 ylzdelik dilim = 31
Medyan =56
97 ylzdelik dilim = 97

Stimiilasyon endeksi farkl laboratuvarlarda ve cihazlarda degisiklik gosterebilecegi
icin her laboratuvar yerel normal donér populasyqnundan qllr]an ornekler Gizerinde
kendi test kosullarini kullanarak normal araligi BELIRLEMELIDIR.

14.Miidahale eden maddeler ve kisitlamalar

EDTA ve sitrat antikoagiilanlari analiz sonuclarini olumsuz etkiler.
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