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1. Przeznaczenie

FagoFlowEx Kit jest przeznaczony do oznaczania aktywnos$ci fagocytarnej
granulocytéw obojetnochtonnych poprzez pomiar wyrzutu oddechowego
(oksydacyjnego) w krwi petnej metoda cytometrii przeptywowe;j.

Co jest wykrywane i/lub mierzone
Urzadzenie wykrywa i mierzy dwa parametry za pomocg substratu fluorogennego
Dihydrorodamina 123:
e odsetek granulocytéw obojetnochtonnych wytwarzajacych reaktywne formy
tlenu (ROS) w odpowiedzi na spozycie bakterii E. coli
e aktywnos$¢ wewnatrzkomérkowg enzyméw wytwarzajacych ROS.

Funkcja urzadzenia

Urzadzenie jest przeznaczone do badan przesiewowych/pomocy w diagnostyce
wrodzonych lub nabytych niedoboréw odpornosci.

Kontekst stanu fizjologicznego lub patologicznego

Niezdolnos$¢ granulocytow obojetnochtonnych do katalizowania produkcji
reaktywnych form tlenu powoduje przewlektg chorobe ziarniniakowg (CGD), grupe
dziedzicznych zaburzen ze wspdélnym fenotypem nawracajgcych ciezkich infekcji
bakteryjnych i grzybiczych oraz tworzenie sie ziarniniakéw tkankowych 23,4,
Wyniki zgodne z CGD mog3 réwniez pochodzi¢ z niedoboru MPO, ktéry jest
najczestszym defektem fagocytow, objawiajgcym sie zwykle jako prawidtowy
fenotyp bez zwiekszonej czestosci wystepowania infekgji ©.

Spadek aktywnosci fagocytarnej bez defektu enzyméw wytwarzajagcych ROS
wystepuje w réznych innych stanach klinicznych, ktére sa zwigzane z supresja
immunologiczng albo pierwotnymi niedoborami odpornosci zmiennej i
niedoborami opsoniny osocza, badz wtérnymi niedoborami odpornosci 7).

Rodzaj testu
Nie zautomatyzowany

llosciowy

Wymagany rodzaj probki
Ludzka krew petna antykoagulowana heparyna

Populacja testowa
Pacjent z podejrzeniem defektu funkcji granulocytéw

2. Uzytkownik

Urzadzenie jest przeznaczone wytacznie do profesjonalnego uzytku
laboratoryjnego. Nie stuzy do badan przytézkowych ani do samodzielnych badan.
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Wymagania dotyczace kwalifikacji

Docelowy uzytkownik powinien posiada¢ najnowosza wiedze specjalistyczng w
zakresie analizy cytometrii przeptywowej komarek ludzkich, standardowych
technik laboratoryjnych, w tym umiejetnosci pipetowania oraz bezpiecznego i
wtasciwego obchodzenia sie z probkami pobranymi z organizmu ludzkiego.

Docelowy uzytkownik musi przestrzega¢ normy EN ISO 15189 lub innych norm
krajowych jesli takowe istnieja.

3. Zasada testu

Test opiera sie na pomiarze produkcji ROS w granulocytach obojetnochtonnych
przy uzyciu substratu fluorogennego Dihydrorodamina 123 (DHR123).

Podczas testu probka ludzkiej krwi jest inkubowana z inaktywowanymi termicznie
bakteriami E. coli oraz z DHR123. Mieszanine reakcyjna doprowadza sie do
temperatury 37°C w celu wzmozenia fagocytozy E. coli przez granulocyty
obojetnochtonne. Podczas inkubacji bakterie sg aktywnie pochtaniane przez
komorki, podczas gdy niefluorescencyjna DHR123 biernie wchodzi do srodowiska
wewnatrzkomérkowego poprzez swéj gradient stezen. Bakterie zostajg uwiezione
w fagosomach komérkowych i wyzwalaja reakcje enzymatyczne, w wyniku ktérych
powstaje ROS. Jony ROS utleniajg DHR123 do fluorescencyjnej rodaminy 123
(R123), ktdra jest wzbudzana wigzka laserowa z cytometru przeptywowego
podczas pobierania probki krwi. PéZniejsza emisja $wiatta z R123 odpowiadajaca
wewnatrzkomérkowej aktywnosci enzyméw wytwarzajacych ROS jest zbierana i
analizowana za pomocga cytometru przeptywowego.

Réwnolegle ze stymulacjg E. coli przeprowadza sie dwie inne reakcje, negatywna
kontrole reakcji, ktéra jest reakcjg bez E. coli, oraz pozytywna kontrole reakciji, ktora
jest reakcjg wykorzystujacg 12-mirystynian 13-octanu forbolu, ktéry aktywuje
enzymy wytwarzajgce RFT bez fagocytozy.

Komoérki uwaza sie za aktywnie fagocytujace, jesli ich fluorescencja przekracza
fluorescencje komérek z negatywnej kontroli reakcji. Wynik podaje sie jako procent
fagocytujacych komérek. Intensywnos¢ fluorescencji komoérek fagocytujacych jest
wprost proporcjonalna do wewnatrzkomérkowej aktywnosci enzymoéw
wytwarzajagcych ROS.

4. Dostarczone odczynniki

Zawartosc

Urzadzenie FagoFlowEx Kit, wystarczajace na wykonanie 100 testéw, dostarczane
jest z nastepujacymi odczynnikami:

E. coli (5 fiolek) zawierajacy liofilizowang bakterie E. coli, 1 fiolka wystarcza do
stymulacji 20 probek krwi (ED7042-1).

DHR123 (5 fiolek) zawierajacy liofilizowang dihydrorodamine 123, 1 fiolka
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wystarcza do barwienia 60 probek krwi (ED7042-2).

Stimulation Control (5 fiolek) zawierajacy liofilizowany PMA (12-mirystynian-13-
-octan furbolu), 1 fiolka jest przeznaczona na 20 testéw kontroli pozytywnej
(ED7042-3).

Lysing Solution (1 butelka) zawierajacy 15 ml roztworu gotowego do uzycia
(ED7042-4).

5. Materiaty wymagane, nie bedace w zestawie

Probéwki okragtodenne (12 x 75 mm)
Woda dejonizowana (do odczynnikow)

6. Wymagany osprzet

Pipeta automatyczna z jednorazowymi koricéwkami (10 - 1000 ul) do pipetowania
probek i odczynnikéw

Mieszadto wirowe

Termostat (inkubator powietrzny) lub taznia wodna umozliwiajaca inkubacje
probéwek w temperaturze 37°C

Zrédto wzbudzenia lasera cytometru przeptywowego (488 nm), detektory
rozpraszania, filtry optyczne i detektor emisji odpowiedni do zbierania sygnatu z
fluorochromu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1 Charakterystyka widmowa fluorochromu uzytego w urzadzeniu

Fluorochrom Wzbudzenie [nm] Emisja [nm]

Rodamina 123 488 525

UWAGA: urzadzenie zostato przetestowane na cytometrach przeptywowych
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences),

Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter) i Sysmex™ XF-1600
(Sysmex Corporation).

7. Przechowywanie

Przechowywaé w temperaturze 2-8°C.
Unika¢ dtugotrwatej ekspozycji na Swiatto.
Nie zamrazad.

Patrz punkt 10 Procedura (Przygotowanie odczynnikéw), aby uzyskac¢ informacje
na temat stabilnosci podczas uzycia i okresu waznosci po pierwszym otwarciu, a
takze warunkow przechowywania i stabilnosci roztworéw roboczych (jesli dotyczy).
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8. Ostrzezenia, sSrodki ostroznosci i ograniczenia uzytkowania

Klasyfikacja zagrozen GHS

OSTRZEZENIE: Lysing Solution (ED7042-4) zawiera formaldehyd (nr CAS
50-00-0) i metanol (nr CAS 67-56-1) w stezeniach sklasyfikowanych jako

niebezpieczne.

Elementy etykiety

Hasto ostrzegawcze

%

Niebezpieczenstwo

Zwroty wskazujace
rodzaj zagrozenia

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H315 Dziata draznigco na skore.

H317 Moze powodowad reakcje alergiczna skory.

H319 Dziata draznigco na oczy.

H335 Moze powodowac podraznienie drég oddechowych.
H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.
H350 Moze powodowad raka.

Zwroty wskazujace
srodki ostroznosci

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi instrukcjami.
P264 Doktadnie umyc¢ rece i odstoniete czesci ciata po uzyciu.
P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu.

P301+P312 W PRZYPADKU POLKNIECIA: W przypadku ztego
samopoczucia wezwac lekarza.

P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA: Umy¢ duza
iloscig wody z mydtem.

P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU:
Ostroznie ptukac¢ woda przez kilka minut. Usung¢ soczewki
kontaktowe, jesli sg uzywane i tatwo mozna je wyjgé. Kontynuowac
ptukanie.

P308+P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiegnac
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.

P333+P313 W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub
wysypki: Zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
P362+P364 Zanieczyszczong odziez zdjac¢ i wyprac przed ponownym
uzyciem.
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Zapoznaj sie z kartg charakterystyki (SDS) dostepng na stronie produktu pod
adresem www.exbio.cz, aby uzyska¢ petne informacje na temat zagrozen
stwarzanych przez substancje chemiczne i mieszaniny zawarte w produkcie oraz
jak nalezy sie z nimi obchodzi¢ i jak je utylizowac.

Zagrozenie biologiczne

Ludzkie prébki biologiczne i probki krwi oraz wszelkie materiaty majace z nimi
kontakt sg zawsze uwazane za materiaty zakazne.

Stosowac srodki ochrony osobistej i bezpieczenstwa, aby unikna¢ kontaktu ze
skoéra, oczami i btonami $luzowymi.

Postepuj zgodnie ze wszystkimi obowigzujacymi przepisami prawa, regulacjami i
procedurami dotyczacymi obchodzenia sie z materiatami zakaznymi i ich usuwania.
Oznaki pogorszenia jakosci

Normalny wyglad dostarczonych liofilizowanych odczynnikdw to biaty proszek (E.
coli i Kontrola stymulacji) lub staty liofilizowany placek (DHR123). Nie uzywac

odczynnika w przypadku zauwazenia jakichkolwiek zmian w wygladzie, na przyktad
zmian koloru lub uptynnienia.

Normalny wyglad roztworu do lizy to klarowny ptyn. Nie uzywac odczynnika w
przypadku zauwazenia jakiejkolwiek zmiany w jego wygladzie, na przyktad
zmetnienia lub osadu.

Ograniczenie uzytkowania
Nie stosowad po uptywie daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

9. Prébka

Stosowac zylng krew obwodowg pobrang do pojemnika na prébki
sklasyfikowanego jako wyréb medyczny, z obecnoscig antykoagulantu heparyny.

UWAGA: antykoagulanty EDTA i cytryniany majg negatywny wptyw na wyniki
analizy.

Probka krwi w probéwce do pobierania musi by¢ przechowywana w temperaturze
pokojowej. Nie przechowywa¢ w lodéwce.
Probke krwi nalezy poddac obrébce nie pdzniej niz 24 godziny po pobraniu.

10.Procedura

Przygotowanie dostarczonych odczynnikéw

E. coli

Odtworzy¢ zawartos¢ fiolki E. coli w 250 ul dejonizowanej wody. Kazdego dnia
pomiarowego przygotowywac swiezy materiat, przechowywaé w temperaturze
2-8°C i zuzy¢ w ciggu nastepnych 8 godzin. Alternatywnie, odczynnik mozna
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zamrozi¢ w temp. od -20°C do -80°C i zuzy¢ w ciggu 7 dni.
UWAGA: unika¢ powtarzajacych sie cykli zamrazania/rozmrazania.

DHR123

Rozpusci¢ zawartos¢ fiolki DHR123 w 650 pl dejonizowanej wody. Kazdego dnia
pomiarowego przygotowywac $wiezy materiat, przechowywaé w temperaturze
2-8°C i zuzy¢ w ciggu nastepnych 8 godzin. Alternatywnie, odczynnik mozna
zamrozi¢ w temp. od -20°C do -80°C i zuzy¢ w ciggu 7 dni.

UWAGA: roztwor podzielony na porcje wytrzymuje do 5 cykli
zamrazania/rozmrazania.

Stimulation Control

Odtworzy¢ zawarto$¢ Kontroli stymulacji w 250 ul dejonizowanej wody. Kazdego
dnia pomiarowego przygotowywac $wiezy materiat, przechowywaé w
temperaturze 2-8°C i zuzy¢ w ciggu nastepnych 8 godzin. Alternatywnie,
odczynnik mozna zamrozi¢ w temp. od -20°C do -80°C i zuzy¢ w ciggu 7 dni.

UWAGA: roztwér podzielony na porcje wytrzymuje do 5 cykli
zamrazania/rozmrazania.

Lysing Solution
Odczynnik jest gotowy do uzycia.

UWAGA: przed uzyciem doprowadzi¢ odczynnik do temperatury pokojowej.
Barwienie probek

1. W celu zbadania jednego pacjenta nalezy oznaczy¢ trzy okragtodenne probéwki
o wymiarach 12 x 75 mm odpowiednimi danymi identyfikacyjnymi i
oznaczeniami dla

reakcji stymulowanej przez E. coli,
pozytywnej kontroli reakcji (stymulacja PMA),
i negatywnej kontroli reakgji.

Whprowadzi¢ pipeta

e 10 ul E. coli na dno probowki oznaczonej jako reakcja stymulowana przez E.
coli.

e 10 pl Kontroli stymulacji na dno probdéwki oznaczonej jako pozytywna
kontrola reakgji.

e Nie wprowadzac¢ niczego na dno probdéwki oznaczonej jako negatywna
kontrola reakgji.
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2. Odpipetowac 50 ul dobrze wymieszanej prébki krwi na dno kazdej z probéwek
i delikatnie wymieszad.

UWAGA: unika¢ pipetowania krwi po sciance probowki. Jesli na boku probéwki
pozostanie rozmaz krwi lub kropla, moze ona nie zosta¢ zabarwiona
odczynnikiem lub erytrocyty moga nie ulec lizie, przez co wynik testu moze by¢
niewazny.

3. Odpipetowac 10 ul DHR123 na dno kazdej z probéwek i delikatnie wymieszad.

4. Umiesci¢ probéwki w temperaturze 37°C na 20 minut w tazni wodnej lub na
30 minut w inkubatorze powietrznym.

5. Doda¢ 50 ul roztworu do lizy do kazdej z probéwek. Delikatnie wirowad i
inkubowac probéwki przez 5 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

6. Dodac¢ 1 ml wody dejonizowanej do kazdej z proboéwek, delikatnie wymieszac i
inkubowac przez 10 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

7. Natychmiast pobraé¢ zabarwiong prébke na cytometr przeptywowy. Jesli
zabarwiona prébka nie zostanie pobrana natychmiast, nalezy zamknga¢
probowke, przechowywacé w ciemnosci w temperaturze 2-8°C i poddac analizie
W ciggu 2 godzin.

UWAGA: fluorescencja rodaminy 123, wytwarzana przez utlenianie DHR123,
jest wykrywana w kanale FITC (525 nm). Poniewaz rodamina 123 jest szybko
uwalniana z granulocytéw, jak pokazano na rysunku 8, prébki nalezy mierzyé
tak szybko, jak to mozliwe (nie pdzniej niz 2 godziny po lizie), najlepiej w
ustandaryzowanym waskim przedziale czasowym (patrz strona 18).

UWAGA: wirowac zabarwiong probke bezposrednio przed akwizycjg w
cytometrze przeptywowym, aby unikngé tworzenia sie agregatéw.

Analiza metoda cytometrii przeptywowej

Cytometr przeptywowy wybrany do pracy z urzadzeniem FagoFlowEx Kit nalezy
rutynowo kalibrowac przy uzyciu mikrokulek fluorescencyjnych, aby zapewni¢
stabilng czutos¢ detektoréw zgodnie z zaleceniami producenta cytometru.

W przypadku nieprawidtowej konserwacji cytometr przeptywowy moze dawac
fatszywe wyniki.

Patrz specyfikacje cytometru producenta dotyczace laseréw i detektoréw
fluorescencyjnych zgodnie z charakterystyka wzbudzenia i emisji fluorochroméw w
rozdziale 6. Wymagany osprzet.

Ustawi¢ napiecia na odpowiednich detektorach fluorescencyjnych przed analizg

zabarwionej prébki. Napiecie na detektorze PMT powinno by¢ ustawione na tyle

wysoko, aby jak najmniej zdarzen wybarwionych ujemnie zaktocato kanat O na osi

fluorescencji. Réwniez napiecie detektora PMT nie powinno przekraczac¢ wartosci,
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przy ktérych dodatnie zdarzenia s3 dociskane do prawej osi.

Do analizy danych pomiarowych mozna wykorzysta¢ oprogramowanie
cytometryczne opracowane przez producenta lub oprogramowanie dedykowane
do analizy danych cytometrycznych offline (np. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).

Analiza probki pacjenta

Uzyskac co najmniej 5 000-10 000 zdarzen leukocytéw. Zwizualizowac
zarejestrowane zdarzenia na wykresie punktowym rozproszenia bocznego (SSC) i
rozproszenia przedniego (FSC). Ustawi¢ bramke wokét granulocytéw, jak pokazano
na rysunku 1.

UWAGA: spozycie bakterii wptywa na pozycje granulocytéw na wykresie
punktowym SSC-FSC. W zwigzku z tym nalezy dostosowac bramke
indywidualnie do kazdej reakg;ji.

Rysunek 1  Okreslenie populacji granulocytéw
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Zwizualizowad bramkowane granulocyty jako histogramy, gdzie o$ X przedstawia
intensywnos¢ fluorescencji w kanale FITC. Uzy¢ negatywnej kontroli reakcji, aby
ustawi¢ odpowiednig bramke do rozréznienia granulocytéw dodatnich (komorki
aktywnie fagocytujace wytwarzajace RFT) i ujemnych (komorki niefagocytujace i
niewytwarzajace ROS). Skopiowac bramke do reakcji stymulacji E. coli i do
pozytywnej kontroli reakcji (rys. 2a, 2b, 2c).

Granulocyty, ktore ulegaja wybuchowi oksydacyjnemu, wykazujg jasng
fluorescencje rodaminy 123. Obliczy¢ srednig intensywnos¢ fluorescencji
granulocytéw dodatnich i ujemnych. Intensywnosc¢ fluorescencji jest wprost
proporcjonalna do wewnatrzkomérkowej aktywnosci enzyméw wytwarzajgcych
ROS.

Rysunek 2a  Histogram intensywnosci fluorescencji granulocytéw z negatywnej kontroli
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Rysunek 2b  Histogram intensywnosci fluorescencji granulocytéw z reakcji stymulowanej

przez E. coli
1007 0,056 999
t w-
: .
o J
L i
T 7]
v ]
g i
s 97
o _
m -
(o' 20
] |
_ I
a
T IIIIIIII T IIIIII' T IIIIIIII T IIIIIIII T
10! 10° 10° 10" 10°
FITC-A
Rysunek 2c¢  Histogram intensywnosci fluorescencji granulocytéw w pozytywnej kontroli
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Obliczanie i interpretacja wynikow analiz

Parametry iloSciowe

Dwa parametry ilosciowe sg zgtaszane i interpretowane pod katem tego, czy
istniejg jakiekolwiek oznaki defektu aktywnosci fagocytarnej lub defektu produkcji
RFT:

a) Wzgledna liczba dodatnich granulocytéw , ktére wykazywaty wybuch tlenowy
po stymulaciji E. coli.

b) Wskaznik stymulacji (Sl) obliczony jako stosunek $redniej intensywnosci
fluorescencji (MFI) dodatnich granulocytéw reakcji stymulowanej przez E. coli i
ujemnych granulocytéw negatywnej kontroli reakgiji.

Przyktad obliczenia wskaznika stymulacji

Tabela 2 Negatywna kontrola reakcji: MFI ujemnych i dodatnich granulocytéow

Tabela 3 Reakcja stymulowana przez E. coli: MFI ujemnych i dodatnich granulocytow

Populacja Liczba (%) Sredni FITC-A
negatywna 95,2 550
pozytywna 4,81 3995

Populacja Liczba (%) Sredni FITC-A
negatywna 0,056 1224
pozytywna 99,9 53836

Stosunek wartosci MFI granulocytéw dodatnich z reakcji stymulowanej E. coli (w tabeli 3)
podzielono przez warto$¢ MFI granulocytéw ujemnych z negatywnej kontroli reakcji (w
tabeli 2).

Wartos$¢ MFI dodatnich granulocytow z reakcji stymulowanej E.coli

Warto$¢ MFI granulocytéw ujemnych z reakcji kontroli ujemnej

53836
550

= SI (wskaznik stymulacji) = 98
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Parametry jakosciowe

Interpretacja danych jakosciowych obejmuje naktadanie histograméw w celu oceny
rozktadu sygnatu i identyfikacji poszczegdlnych pikow, ktore w przypadku
wystepowania wielu populacji granulocytéw nalezy analizowaé oddzielnie.

W przypadku defektow wybuchu tlenowego (brak utlenienia DHR123) otrzymane
histogramy granulocytéw pokaza zgodno$¢ rozktadu sygnatu miedzy reakcja
stymulacji E. coli a pozytywna kontrolg reakcji (rys. 4, 5, 6).

W przypadku defektow aktywnosci fagocytarnej (zmniejszone pochtanianie
czastek) otrzymane histogramy granulocytéw pokaza rozbiezno$¢ rozktadu sygnatu
miedzy reakcjg stymulacji E. coli a pozytywna kontrolg reakcji. Reakcja
stymulowana E. coli bedzie miata populacje granulocytéw podzielong na wiele
pikéw o réznych intensywnosciach fluorescencji, pozytywna kontrola reakcji bedzie
miata pojedynczy pik (rysunek 7).

UWAGA: wykrycie nietypowych wynikéw wskazuje jedynie na podejrzenie
choroby, ktéra nalezy potwierdzi¢ innymi badaniami.

Normalny wynik zdrowego dawcy
Granulocyty wykazuja wysoki wybuch tlenowy po stymulacji zaréwno E. coli, jak i
pozytywna kontrolg reakcji (rysunek 3).
Rysunek 3 Naktadka histogramu: zdrowy dawca bez wady wybuchu tlenowego (SI = 98,
wzgledna liczba dodatnich granulocytéw 99,9%). Dystrybucja sygnatu granulocytow
stymulowanych E. coli (wypetnionych na czerwono), granulocytéw z negatywnej kontroli

reakcji (czarne przerywane) i granulocytéw z pozytywnej kontroli reakcji (wypetnione na
niebiesko) w detektorze FITC.
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Wryniki wskazujace na defekt wybuchu tlenowego

1) Pojedynczy pik o niskim natezeniu sygnatu

Jesli granulocyty wykazuja niski wybuch tlenowy po stymulacji zaréwno E. coli, jak i
pozytywnga kontrolg reakcji wskazuje to na niedobér mieloperoksydazy (MPO)

(rys. 4) lub rzadziej wystepujaca przewlekta chorobe ziarniniakowa (CGD) (rys. 5).
Intensywnos¢ wybuchu tlenowego w CGD zalezy od mutacji w kompleksie
enzymatycznym oksydazy NADPH. Istnieje pie¢ autosomalnych recesywnych
typow (1-5) i jeden recesywny sprzezony z chromosomem X typ choroby.

UWAGA: test nie pozwala na rozréznienie miedzy niedoborem CGD i MPO.

Rysunek 4 Naktadka histogramu: pacjent z niedoborem MPO (Sl = 11, wzgledna liczba
dodatnich granulocytow 89,7%). Dystrybucja sygnatu granulocytéw stymulowanych E. coli
(wypetnionych na czerwono), granulocytéw z negatywnej kontroli reakcji (czarne
przerywane) i granulocytow z pozytywnej kontroli reakcji (wypetnione na niebiesko) w
detektorze FITC.
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Rysunek 5 Natozony histogram: pacjent ptci meskiej z chorobg CGD sprzezong z
chromosomem X, (S| = 16, wzgledna liczba dodatnich granulocytow 99%). Dystrybucja
sygnatu granulocytow stymulowanych E. coli (wypetnionych na czerwono), granulocytéw z
negatywnej kontroli reakcji (czarne przerywane) i granulocytow z pozytywnej kontroli reakcji
(wypetnione na niebiesko) w detektorze FITC.
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2) Dwa piki o réznym natezeniu sygnatu

Jezeli granulocyty pacjentki wykazuja dwie subpopulacje réznigce sie
intensywnoscia wybuchu tlenowego po stymulacji zaréwno E. coli, jak i pozytywna
kontrolg reakcji (ryc. 6), wskazuje to, ze pacjentka cierpi na przewlektg chorobe
ziarniniakowg sprzezong z chromosomem-X.

UWAGA: trzy i wiecej pikdw na histogramie wskazuje na zanieczyszczenie
bramki populacji granulocytéw w wykresie punktowym SSC vs. FSC (rysunek 1)
monocytami lub martwymi komérkami niefagocytujacymi.

Rysunek 6 Naktadka histogramu: kobieta z mutacjg sprzezong z chromosomem X genu
oksydazy NADPH. Dwie subpopulacje granulocytéw réznig sie intensywnoscia wybuchu
tlenowego (niski pik MFI Sl = 14, wzgledna liczba granulocytow 35%, wysoki pik MFI S| =

125, wzgledna liczba granulocytéw 65%). Dystrybucja sygnatu granulocytéw
stymulowanych E. coli (wypetnionych na czerwono), granulocytéw z negatywnej kontroli
reakcji (czarne przerywane) i granulocytéw z pozytywnej kontroli reakcji (wypetnione na

niebiesko) w detektorze FITC.
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Wyniki wskazujace na defekt aktywnosci fagocytarnej

Rézny wzér pikéw miedzy pozytywna kontrola reakcji a reakcja stymulowana
przez E. coli

Jesli granulocyty stymulowane E. coli wykazujg niski wybuch tlenowy, a
granulocyty stymulowane kontrolg pozytywng wykazujg wysoki wybuch tlenowy
(rys. 7), wskazuje to na defekt aktywnosci fagocytarnej granulocytow,
alternatywnie prébka krwi zawiera antykoagulant EDTA lub cytrynian lub prébka
byta stara lub niewtasciwie przechowywana.

Rysunek 7 Naktadka histogramu: prébka antykoagulowana EDTA (niski pik MFI SI = 1,
wzgledna liczba granulocytéw 73%, wysoki pik MFI SI = 25, wzgledna liczba 9%).
Dystrybucja sygnatu granulocytéw stymulowanych E. coli (wypetnionych na czerwono),
granulocytéw z negatywnej kontroli reakcji (czarne przerywane) i granulocytéw z
pozytywnej kontroli reakcji (wypetnione na niebiesko) w detektorze FITC.
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11.Wydajnos¢ analityczna

Precyzja (powtarzalno$¢ i odtwarzalnosc)

Odtwarzalnos¢ testu zostata okreslona na podstawie danych uzyskanych przez
pieciu operatoréw analizujgcych szesc prébek krwi zdrowych dawcow tego samego
dnia w tych samych warunkach do$wiadczalnych.

Obliczono nastepujace parametry:

a) Do okreslenia wzglednej liczby dodatnich granulocytow

CV=2%
b) Do okreslenia wskaznika stymulacji
CV=11%

Powtarzalnos¢ testu nie zostata okreslona. Ze wzgledu na dynamike zmian MFI
zwiazanych z uwalnianiem R123 z komoérek (rys. 8, 9, 10), wartosci powtarzalnosci
bed3 zalezaty od czasu, jaki uptynat od zakonczenia obrébki probki (utrwalanie/liza
RBC) do analizy FACS. Zaleca sie wykonywanie analiz matych serii probek i
analizowanie ich w ustandaryzowanym waskim oknie czasowym. Alternatywnie,
wieksze serie mozna analizowaé pézniej, np. po wiekszej przerwie czasowej
(40 minut), aby zminimalizowac¢ zmienno$¢ MFI.

Rysunek 8 Rozwdj Sredniej intensywnosci fluorescencji granulocytéw (MFI) w czasie po

lizie krwinek czerwonych, na przyktad jedna prébka krwi (zdrowy dawca).
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Rysunek 9 Aktywnos¢ fagocytarna granulocytéw (%) rozwdéj w czasie po lizie krwinek
czerwonych, 3 rézne prébki krwi (zdrowi dawcy).
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Rysunek 10 Rozwdj wskaznika stymulacji w czasie po lizie krwinek czerwonych, 3 rézne
prébki krwi (zdrowi dawcy).
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12.Wydajnos¢ kliniczna

Test oceniano przez pomiary porownawcze z PhagoBurst (Orpegen Pharma GmbH)
przy uzyciu prébek od tacznie 47 pacjentéw (tabela 4). Oba zestawy wykryty: a)
niepowodzenie przyjmowania czastek (niska aktywnosc¢ fagocytarna) oraz b)
zaburzenia wybuchu oksydacyjnego (niedobor MPO, CGD) ze 100% czutoscia i
100% swoistoscia.

Tabela 4 Charakterystyka pacjenta w badaniu oceniajgcym wydajnosé

Charakterystyka pacjenta n
Zdrowy dawca (niespokrewnione zaburzenie 20
immunologiczne)

CGD (2 chorych i jeden nosiciel CGD) 3

Niedobér MPO 2

Niska aktywno$¢ fagocytarna (model choroby - 9

antykoagulant EDTA)

Stare probki (powtdrne pomiary zdrowych dawcow 4

w ciggu 48 godzin)

13.0Oczekiwane wartosci
Normalny zakres aktywnosci wybuchu tlenowego granulocytéw okreslono w 40
probkach krwi obwodowej zdrowych oséb dorostych.

e Granulocyty o aktywnosci wybuchu oddechowego
90-100%

¢ Indeks stymulacji granulocytéw > 30
3¢ percentyl = 31

Mediana = 56
97™ percentyl = 97

Poniewaz wskaznik stymulacji moze rézni¢ sie w réznych laboratoriach i aparatach,
kazde laboratorium MUSI ustali¢ normalny zakres przy uzyciu wtasnych warunkéw
testowych na préobkach pochodzacych od lokalnej populacji zdrowych dawcéow.

14.Substancje zaktocajace i ograniczenia
Antykoagulanty EDTA i cytryniany negatywnie wptywaja na wyniki analizy.
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16.Znaki towarowe

BD FACSCanto™ Il, BD FACSLyric™, BD Multitest™ i FlowJo™ s3g zastrzezonymi
znakami towarowymi firmy Becton, Dickinson and Company, Sysmex™ jest
zastrzezonym znakiem towarowym firmy Sysmex Corporation, VenturiOne® jest
zastrzezonym znakiem towarowym firmy Applied Cytometry, Infinicyt™ jest
zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytognos S.L.

17.Historia zmian

Wersja 8, ED7042_IFU_v8
Zmieniono ukfad IFU.

21/22



18.Producent

EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Republika Czeska
Dane kontaktowe
info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

19.Upowaznieni przedstawiciele
N/A

UWAGA: kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z urzadzeniem,
nalezy zgtosi¢ producentowi i wtasciwemu organowi lokalnemu.
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