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1. Urceny Gcel prostredku

FagoFlowEx Kit je uréen pro stanoveni fagocytarni aktivity neutrofilnich
granulocytd mérenim respiracniho (oxida¢niho) vzplanuti z plné krve pomoci
pratokové cytometrie.

Co se zjistuje a/nebo méri
Prostfedek detekuje a méri dva parametry pomoci fluorogenniho substratu
Dihydrorhodamin 123:
e procento neutrofilnich granulocyt(, které produkuji reaktivni metabolity
kysliku (ROS) v reakci na pohlceni bakterii E. coli
e intracelularni aktivitu enzymt zodpovédnych za produkci ROS.

Funkce prostredku

Prostfedek je urcen pro screening/pomoc pfi stanoveni diagndzy vrozené nebo
ziskané imunodeficience.

Souvislost s fyziologickym nebo patologickym stavem

Neschopnost neutrofilnich granulocytl katalyzovat produkci reaktivnich forem
kysliku zpUGsobuje Chronickou granulomatézni chorobu (CGD), skupinu dédi¢nych
poruch se spole¢nym fenotypovym projevem, zavaznymi opakujicimi se
bakterialnimi a mykotickymi infekcemi s tvorbou granulomt ve tkanich (-2 3.4,
Vysledky, které odpovidaji CGD mohou mit pfic¢inu také v deficitu MPO, ktery je
nejcastéjsi poruchou fagocytd, obvykle s projevy normalniho fenotypu bez
Castéjsiho vyskytu infekci ©).

Pokles fagocytarni aktivity bez poruchy enzym( produkujicich ROS provazi riizné
jiné klinické stavy spojené s oslabenim imunity, bud primarni variabilni imunitni
nedostatecnost a deficit plazmatickych opsonind, nebo sekundarni imunitni
nedostate¢nost (¢ 7),

Typ testu
Neni automatizovany

Kvantitativni

Typ poZadovaného vzorku
Vzorek lidské antikoagulované periferni pIné krve

Testovaci populace
Pacient s podezienim na poruchu funkce granulocytt

2. Ucel pouziti

Prostredek je uréen pouze pro profesionalni pouziti v laboratofi. Prostfedek neni
urcen pro vysetreni v blizkosti pacienta nebo pfimo u pacienta a neni urcen pro
sebetestovani.

2/22



PoZadavky na kvalifikaci

UzZivatel musi mit soucasné odborné znalosti v oblasti pritokové cytometrie,
ovladat standardni laboratorni techniky, véetné pipetovani, manipulovat bezpecné
a spravné se vzorky z lidského téla.

Uzivatel musi splfiovat normu EN ISO 15189, pfipadné jiné narodni legislativni
normy.

3. Princip testu

Test je zaloZen na méreni produkce ROS v neutrofilnich granulocytech pomoci
fluorogenniho substratu Dihydrorhodaminu 123 (DHR123).

Béhem testu je vzorek lidské krve smichan s tepelné inaktivovanymi bakteriemi

E. colia s DHR123. Pohlceni E. coli neutrofilnimi granulocyty se podpofi zahratim
reakéni smési na 37 °C. Béhem inkubace jsou bakterie aktivné pohlcovany burikami
a pasivné po svém koncentra¢nim gradientu do intracelularniho prostoru vstupuje
nefluorescencni DHR123. Bakterie z{istanou zachycené uvnitf bunécnych
fagozom a spusti enzymatické reakce, které vedou k produkci ROS. lonty ROS
oxiduji DHR123 na fluorescenéni rhodamin 123 (R123), ktery je excitovan
laserovym paprskem z pratokového cytometru béhem akvizice krevniho vzorku.
Nasledna emise svétla z R123, ktera je pfimo Umérna intracelularni aktivité enzymu
produkujicich ROS, je zachycovana a analyzovana pratokovym cytometrem.

Paralelné se stimulaci E. coli se provadéji dalsi dvé reakce, negativni kontrolni
reakce, kterd je reakci bez E. coli, a pozitivni kontrolni reakce, kterd bez fagocytézy
aktivuje enzymy k produkci ROS pomoci forbol 12-myristat 13-acetatu.

Bunky jsou povazovany za aktivné fagocytujici, pokud jejich fluorescence prevysuje
fluorescenci bunék z reakce negativni kontroly. Vysledek je uvadén v procentech
fagocytujicich bunék. Intenzita fluorescence fagocytujicich bunék je pfimo imérna
intracelularni aktivité enzym produkujicich ROS.

4. Poskytované materialy

Obsah

Prostredek FagoFlowEx Kit vystaci na provedeni 100 test( a je dodavan ve
formatu:

E. coli (5 lahvi¢ek) obsahujici lyofilizované bakterie E. coli, 1 lahvi¢ka dostacuje pro
stimulaci 20 vzorkd krve (ED7042-1).

DHR123 (5 lahvicek) obsahuijici lyofilizovany Dihydrorhodamin 123, 1 lahvicka
dostacuje pro obarveni 60 vzorkud krve (ED7042-2).

Stimulation Control (5 lahvicek) obsahujici lyofilizovany PMA (forbol 12-myristat
13-acetat), 1 lahvicka je urc¢ena pro 20 pozitivnich kontrolnich testd (ED7042-3).

Lysing Solution (1 ldhev) obsahujici 15 ml roztoku pfipraveného k pouziti
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(ED7042-4).
5. Nutné, ale neposkytované materialy

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

6. Nutna zarizeni

Automaticka pipeta s jednorazovymi spi¢kami (10 - 1000 pl) pro pipetovani vzorka
a Cinidel

Vortex

Termostaticky inkubator nebo vodni lazen umoznujici inkubovat testovaci
zkumavky pfi 37 °C

Pritokovy cytometr vybaveny laserovym excitacnim zdrojem (488 nm), detektory
pro rozptylené svétlo, optickymi filtry a emisnimi detektory vhodnymi pro sbér
signall z fluorochrom uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 1 Spektralni charakteristika fluorochromt pouzitych v prostredku

Fluorochrom Excitace [nm] Emise [nm]

Rhodamin 123 488 525

POZNAMKA: Prostiedek byl testovan na pritokovych cytometrech
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences), BD FACSLyric™ (BD Biosciences),
Navios EX (Beckman Coulter), DxFLEX (Beckman Coulter) a Sysmex™
XF-1600 (Sysmex Corporation).

7. Skladovani a manipulace
Skladujte pfi teploté 2-8 °C.

Chrante pred pfimym slune¢nim svétlem.
Nezamrazujte.

Informace o stabilité po prvnim otevieni a dobé pouZitelnosti po prvnim otevreni,
spolu s podminkami skladovani a stabilitou pracovnich roztokut (v pripadé potieby)
naleznete v ¢asti 10 Postup (Pfiprava reagencii).
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8. Vystrahy, opatreni a omezeni
GHS klasifikace nebezpecnosti

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

Prvky oznaceni | Signalni slovo

%

Nebezpeci

H302 Zdravi skodlivy pfi poziti.

H315 Drazdi kazi.

H317 Muze vyvolat alergickou koZni reakci.
H-véty H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H335 Muze zpUsobit podrazdéni dychacich cest.
H341 Podezfeni na genetické poskozeni.

H350 Muze vyvolat rakovinu.

P201 Pred pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

P264 Po manipulaci dikladné omyijte ruce a zasazené ¢asti téla.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle.
P301+P312 PRI POZITI: Necitite-li se dobfe, volejte lékare.

P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnoZstvim vody a
mydla.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Né&kolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P308+P313 PRI expozici nebo podezieni na ni: Viyhledejte
|ékarskou pomoc/osetreni.

P-véty

P333+P313 Pri podrazdéni klize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékarskou
pomoc/osetreni.

P362+P364 Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym
pouzitim vyperte.

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.
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Biologické riziko
Lidské biologické vzorky, krevni vzorky a jakékoliv materialy, které s nimi pfichazeji
do kontaktu, jsou vZdy povazovany za infekcni.

Pouzivejte osobni ochranné a bezpecnostni pom(cky, abyste zabranili kontaktu s
k(zi, o¢ima a sliznicemi.

Dodrzujte vsechny platné zakony, predpisy a postupy pro manipulaci a likvidaci
infek¢nich materiala.

Projevy znehodnoceni prostredku

Normalni vzhled dodanych lyofilizovanych reagencii je bily prasek (E. coli a
Stimula¢ni kontrola) nebo bild pevna hmota (DHR123). NepouZivejte, pokud
pozorujete jakoukoli zménu vzhledu, napf. zménu barvy nebo skupenstvi
(zkapalnéni).

Normalni vzhled lyza¢niho roztoku je ¢ird kapalina. Nepouzivejte, pokud pozorujete
jakoukoli zménu vzhledu, napf. zakal nebo zndmky precipitace.

Omezeni pouziti
Nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na stitcich vyrobku.

9. Vzorek

PouZijte zZilni periferni krev odebranou do zkumavky klasifikované jako
zdravotnicky prostfedek s antikoagulantem heparin.

POZNAMKA: Antikoagulancia EDTA a citrat negativné ovliviiuji vysledky testu.
Vzorek krve v odbérové zkumavce musi byt skladovan pfi pokojové teploté.
Neuchovavejte v chladnicce.

Vzorek krve zpracujte nejpozdéji do 24 hodin po odbéru.

10.Postup

Priprava reagencii
E. coli

Rekonstituujte obsah lahvicky s E. coli ve 250 pl deionizované vody. Pfipravujte
Cerstvé kazdy den méreni, skladujte pri 2-8 °C a spotrebujte do 8 hodin. Pripadné
Ize reagencii zmrazit na -20 °C az -80 °C a pouzit do 7 dnu.

UPOZORNENI: Vyvarujte se opakovaného zmrazovani a rozmrazovani.

DHR123

Rekonstituujte obsah lahvicky DHR123 v 650 ul deionizované vody. Pripravujte
cerstvé kazdy den méreni, skladujte pri 2-8 °C a spotiebujte do 8 hodin. Pripadné
Ize reagencii zmrazit na -20 °C az -80 °C a pouzit do 7 dnf.
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POZNAMKA: Reagencie vydrzi az 5 cykl(i zmrazeni a rozmrazeni.

Stimulation control

Rekonstituujte obsah lahvicky Stimulation control ve 250 ul deionizované vody.
Pripravuijte Cerstvé kazdy den méreni, skladujte pfi 2-8 °C a spotiebujte do
8 hodin. Pripadné Ize reagencii zmrazit na -20 °C az -80 °C a pouzit do 7 dn.

POZNAMKA: Reagencie vydrzi az 5 cyklti zmrazeni a rozmrazeni.

Lysing Solution
Reagencie je pripravena k pouZiti.

POZNAMKA: Pied pouzitim vytemperuijte reagencii na pokojovou teplotu.

Znaceni vzorku

1.

Pro vysetfeni jednoho pacienta oznacte tfi zkumavky s kulatym dnem 12 x
75 mm pfislusnou identifikaci vzorku a oznacenim

E. coli stimulovana reakce,

pozitivni kontrolni reakce (stimulace PMA)

a negativni kontrolni reakce.

Pipetujte na dno zkumavek

e 10 ul E. coli do zkumavky oznacené jako E. coli stimulovana reakce.

e 10 pl Stimulation Control do zkumavky oznacené jako pozitivni kontrolni
reakce.

e Do zkumavky oznacené jako negativni kontrolni reakce nepipetujte nic.

Pipetujte 50 ul dobre promichaného krevniho vzorku na dno kazdé ze
zkumavek a jemné vortexuijte.

UPOZORNENI: Vyvaruijte se pipetovani krve na sténu zkumavky. Pokud stopy
nebo kapky krve ulpi na sténé zkumavky, nemusi byt obarveny reagencii nebo
nemusi dojit k lyzi erytrocytt a vysledek testu nemusi byt platny.

3. Pridejte 10 ul DHR123 na dno kazdé ze zkumavek a jemné vortexujte.

Umistéte zkumavky do 37 °C na 20 min do vodni l4zné nebo na 30 minut do
termostatického inkubatoru.

Pridejte 50 pl lyza¢niho roztoku do kazdé ze zkumavek. Jemné vortexujte a
inkubujte zkumavky po dobu 5 minut pfi pokojové teploté ve tmé.

Pridejte 1 ml deionizované vody do kazdé ze zkumavek, jemné vortexujte a
inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté ve tmé.
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7. Obarveny vzorek ihned mérte pratokovym cytometrem. V pripadé, Ze obarveny
vzorek nebude okamzité zméren, uchovavejte v temnu pfi 2-8 °C a analyzujte
do 2 hodin.

UPOZORNENI: Fluorescence Rhodaminu 123, vzniklého oxidaci DHR123, je
detekovana v kanalu FITC (525 nm). Rhodamin 123 se z granulocytt rychle
uvoliuje, jak je ukdzano na obrazku 8, proto je tfeba zméf¥it vzorky co nejdrive
(nejpozdéji 2 hodiny od lyze), nejlépe ve standardizovaném tGizkém casovém
okné (viz strana 18).

UPOZORNENI: Bezprostiedné pred akvizici priitokovym cytometrem vzorek
vortexujte, aby se zabranilo tvorbé agregat(.

Analyza pratokovym cytometrem

Pritokovy cytometr vybrany k pouziti s prostfedkem FagoFlowEx Kit musi byt
rutinné kalibrovan pomoci fluorescencénich mikrokulicek podle pokyn( vyrobce
cytometru, aby byla zajisténa stabilni citlivost detektord.

Pfi nespravné udrzbé mlze pratokovy cytometr poskytovat falesné vysledky.

V sekci 6 Nutna zafizeni jsou uvedeny potrebné specifikace cytometru pro lasery a
fluorescencni detektory podle excitacnich a emisnich charakteristik fluorochrom.

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.

Pro analyzu namérenych dat je mozné pouzit software vyvinuty vyrobcem
cytometru nebo software urceny pro offline analyzu cytometrickych dat
(napfr. FlowJo™, VenturiOne®, Infinicyt™).
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Analyza pacientského vzorku

Zmérte minimalné 5 000-10 000 leukocytd. Namérena data zobrazte v grafu side-
scatter (SSC) versus forward scatter (FSC). Ohranicte populaci granulocytd, jak je
znazornéno na obrazku 1.

UPOZORNEN:I: Pozice granulocytii se v grafu SSC-FSC kvili pohlceni bakterii
meéni, proto upravte nastaveni ohranicujiciho regionu individualné pro kazdou
reakci.

Obrazek 1 Ohraniceni populace granulocytt

250K =

Side Scatter

0 S0k 100K 150K 200K 250K

Forward Scatter

9/22



Zobrazte ohrani¢ené granulocyty jako histogram, kde na ose X bude vynesena
intenzita fluorescence v kanalu pro FITC. Pouzijte negativni kontrolni reakci pro
nastaveni hranice rozdélujici pozitivni (aktivné fagocytujici buriky produkujici ROS)
a negativni (nefagocytujici buniky neprodukujici ROS) granulocyty. Zkopirujte
rozdéleni hranice do histogram( z E. coli stimulované reakce a do histogramu z
pozitivni kontrolni reakce (obrazek 2a, 2b, 2c).

Granulocyty, u kterych probéhlo oxidacni vzplanuti, budou vykazovat jasnou
fluorescenci Rhodaminu 123. Vypocitejte stfedni hodnotu intenzity fluorescence
pozitivnich a negativnich granulocytt. Intenzita fluorescence je pfimo imérna
intracelularni aktivité enzym( produkujicich ROS.

Obrazek 2a Histogram intenzity fluorescence granulocyt( z negativni kontrolni reakce
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Obrazek 2b  Histogram intenzity fluorescence granulocyt( z E. coli stimulované reakce
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Obrazek 2c  Histogram intenzity fluorescence granulocytt z pozitivni kontrolni reakce
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Vypocet a interpretace analytickych vysledku

Kvantitativni parametry

Vysledkem testu jsou dva kvantitativni parametry, které jsou interpretovany s
ohledem na to, zda byl detekovan defekt ve fagocytarni aktivité nebo defekt v
produkci ROS:

a) Relativni pocet pozitivnich granulocyta, které vykazovaly respiraéni vzplanuti po
stimulaci E. coli.

b) Stimulacni index (Sl) vypocitany jako pomér stfedni hodnoty fluorescence (MFI)
pozitivnich granulocytll z reakce stimulované E. coli a negativnich granulocyt( z
negativni kontrolni reakce.

Priklad vypoctu Stimulacniho Indexu

Tabulka 2 Negativni kontrolni reakce: MFI negativnich a pozitivnich granulocyta

Populace Pocet (%) Pramér FITC-A
negativni 95,2 550
pozitivni 481 3995

Populace Pocet (%) Pramér FITC-A
negativni 0,056 1224
pozitivni 99,9 53836

Tabulka 3 E. coli stimulovana reakce: MFI negativnich a pozitivnich granulocytt

Stredni hodnota intenzity fluorescence pozitivnich granulocytt z reakce stimulované E. coli
(v tabulce 3) podélte stfedni hodnotou intenzity fluorescence negativnich granulocyt(i z
negativni kontrolni reakce (v tabulce 2).

MFI pozitivnich granulocytt z reakce stimulované E.coli

MFI negativnich granulocyti z negativni kontrolni reakce

53836
550

= SI (Stimula¢ni Index) =98
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Kvalitativni parametry

Kvalitativni interpretace dat zahrnuje preloZeni vicero histogram( pres sebe s cilem
hodnotit distribuci signalu a identifikovat jednotlivé vrcholy rozdéleni, které v
pfipadé vyskytu vicero granulocytarnich populaci je nutné analyzovat samostatné.

V pripadé defektu respiracniho vzplanuti (nedostatek oxidace DHR123) budou
vysledné histogramy granulocyt( vykazovat shodu distribuce signalu mezi reakci
stimulovanou E. coli a pozitivni kontrolni reakci (obrazek 4, 5, 6).

V pripadé defektli fagocytarni aktivity (snizené pohlcovani ¢astic) budou vysledné
histogramy granulocyt(i ukazovat nesrovnalosti v distribuci signalu mezi reakci
stimulovanou E. coli a pozitivni kontrolni reakci. Reakce stimulovana E. coli bude
mit populaci granulocytl rozdélenou do vice vrcholt s réiznou intenzitou
fluorescence a pozitivni kontrolni reakce bude ukazovat jednovrcholové rozdéleni
(obrazek 7).

UPOZORNENI: Detekce abnormalnich vysledk(i naznacuje pouze podezieni na
onemocneéni, které je tfeba potvrdit dalSimi testy.

Normalni vysledek zdravého darce

Granulocyty vykazuji vysokou Uroven respira¢niho vzplanuti v reakci stimulované
E. coli i v pozitivni kontrolni reakci (obrazek 3).

Obrazek 3 Prekryv histogram(: Zdravy darce bez defektu respiracniho vzplanuti (Sl = 98,
relativni pocet pozitivnich granulocyt 99,9 %). Distribuce signalu v detektoru FITC pro
granulocyty stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z negativni kontrolni reakce

(Cerna preruSovana ¢ara) a granulocyty z pozitivni kontrolni reakce (modra vypln).
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Vysledky ukazujici na defekt respiracniho vzplanuti

1) Jednovrcholové rozdéleni s nizkou intenzitou signalu

Pokud granulocyty vykazuji nizkou Groven respiracniho vzplanuti po E. coli
stimulaci i v pozitivni kontrolni reakci, ukazuje to bud' na deficit myeloperoxidazy
(MPO) (obrazek 4), nebo méné ¢asto na chronickou granulomatézni chorobu
(CGD) (obrazek 5). Intenzita respirac¢niho vzplanuti u CGD zavisi na mutaci
enzymového komplexu NADPH oxidazy. Existuje pét autozomalné recesivnich
typtl (1-5) a jeden X-vazany recesivni typ tohoto onemocnéni.

UPOZORNENI: Test nedokaze rozlidit deficit mezi CGD a MPO.

Obrazek 4 Prekryv histogram(: Pacient s deficitem MPO, (Sl = 11, relativni pocet
pozitivnich granulocytt 89,7 %). Distribuce signalu v detektoru FITC pro granulocyty
stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z negativni kontrolni reakce (¢erna
preruSovana ¢ara) a granulocyty z pozitivni kontrolni reakce (modra vypln).
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Obrazek 5 Prekryv histogram(: Pacient muz s X-vazanou formou CGD, (Sl = 16, relativni
pocet pozitivnich granulocytl 99 %). Distribuce signalu v detektoru FITC pro granulocyty
stimulované E. coli (Cervena vyplii), granulocyty z negativni kontrolni reakce (Cerna
prerusovana c¢ara) a granulocyty z pozitivni kontrolni reakce (modra vypln).
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2) Dvouvrcholové rozdéleni s riiznou intenzitou signalu

Pokud v reakci stimulované E. coli i v pozitivni kontrolni reakci vykazuji granulocyty
od pacientky dvé subpopulace s odlisSnou intenzitou respira¢niho vzplanuti
(obrazek 6), znamena to, Ze pacientka je prenaseckou X vazané formy CGD.

UPOZORNEN:I: T¥i a vice vrcholt v histogramu poukazuiji na kontaminaci
populace granulocytl pfi ohraniceni v grafu SSC vs. FSC (obrazek 1) jinou
subpopulaci (monocyty) nebo mrtvymi nefagocytujicimi burikami.

Obrazek 6 Prekryv histogram(i: Zena nesouci mutaci na chromozomu X v genu NADPH
oxidazy. Dvé subpopulace granulocyt( se lisi intenzitou respira¢niho vzplanuti (nizky vrchol
MFI SI = 14, relativni pocet granulocyt 35 %, vysoky vrchol MFI S| = 125, relativni pocet
granulocytl 65 %). Distribuce signalu v detektoru FITC pro granulocyty stimulované E. coli
(Cervena vypln), granulocyty z negativni kontrolni reakce (Cerna prerusovana ¢ara) a
granulocyty z pozitivni kontrolni reakce (modra vypln).
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Vysledky ukazujici na poruchu fagocytarni aktivity

Odlisné distribucni rozdéleni mezi reakci stimulovanou E. coli a pozitivni
kontrolni reakci

Pokud granulocyty stimulované E. coli vykazuji nizkou Groven respiracniho
vzplanuti a granulocyty stimulované v pozitivni kontrolni reakci vykazuji vysokou
Uroven respiracniho vzplanuti (obrazek 7), ukazuje to na poruchu fagocytarni
aktivity granulocytd, pfipadné, Ze se jedna o vzorek krve, ktery obsahuje
antikoagulant EDTA nebo citrat anebo vzorek stary nebo nespravné skladovany.

Obrazek 7 Prekryv histogram(: Vzorek antikoagulovany EDTA, (nizky MFI vrchol Sl = 1,
relativni pocet granulocytd 73 %, vysoky MFI vrchol Sl = 25, relativni pocet 9 %). Distribuce
signalu v detektoru FITC pro granulocyty stimulované E. coli (Cervena vypln), granulocyty z

negativni kontrolni reakce (Cerna prerusovana c¢ara) a granulocyty z pozitivni kontrolni reakce
(modra vypln).
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11.Vlastnosti analytické funkce

Pfesnost (opakovatelnost a reprodukovatelnost)

Reprodukovatelnost testu byla stanovena z dat ziskanych péti operatory
analyzujicimi Sest krevnich vzork( zdravych darc( krve ve stejny den za stejnych
experimentalnich podminek.

Z dat byly vypocteny nasledujici parametry:

a) Pro stanoveni relativniho poc¢tu pozitivnich granulocytd

CV=2%
b) Pro stanoveni stimula¢niho indexu
CV=11%

Opakovatelnost testu nebyla provedena. Vzhledem k dynamice zmén v MFI
spojenych s uvolfiovanim R123 z bunék (obrazek 8, 9, 10) by hodnoty
opakovatelnosti byly ovlivnény dobou, kterd uplynula mezi ukonéenim zpracovani
vzorku (fixace/lyze ¢ervenych krvinek) a jeho analyzou pomoci cytometru.
Doporucujeme provadét analyzu vzork( v malych sériich a méfit je ve
standardizovaném Uzkém casovém okné. Pripadné analyzovat vétsi série vzorka

s ¢asovym odstupem, napf. po delsi ¢asové prodlevé (40 minut), kterd minimalizuje
variabilitu v MFI.

Obrazek 8 Stredni hodnota intenzity fluorescence granulocytt v ¢ase po lyzy ¢ervenych
krvinek, ukazan jeden vzorek krve jako priklad (zdravy darce).
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Obrazek 9 Fagocytarni aktivita granulocytll (%) v Case po lyzy ¢ervenych krvinek, 3 riizné
krevni vzorky (zdravi darci).
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Obrazek 10 Stimulacni Index v €ase po lyzy c¢ervenych krvinek, 3 rGzné krevni vzorky
(zdravi darci).
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12.Vlastnosti klinické funkce

Prostredek byl hodnocen srovnavacim mérenim s testem PhagoBurst (Orpegen
Pharma GmbH) s pouZitim vzork( od celkem 47 pacient( (tabulka 4). Oba kity byly
schopny detekovat: a) selhani ingesce Castic (nizka fagocytarni aktivita) i b) poruchy
oxidativniho vzplanuti (deficit MPO, CGD) se 100% citlivosti a 100% specificitou.

Tabulka 4 Charakteristika souboru pacientl ve studii funkcni zpUsobilosti

Popis pacientského vzorku n

Zdravy darce (nesouvisejici imunologicka porucha) 40

CGD (2 nemocni a jedna prenasecka) 3

MPO deficit 2

Nizka fagocytarni aktivita (model onemocnéni - 5
EDTA antikoagulant)

Staré vzorky (opakovana méreni zdravych darc( za 4

48 hodin)

13.0cekavané hodnoty
Referencni intervaly pro respiracni vzplanuti granulocyt( byly stanoveny na 40
vzorcich periferni krve zdravych darca.
e Pocet granulocytl s respiracnim vzplanutim
90-100 %
e Stimula¢ni index granulocytd > 30
3. percentil = 31
Median = 56
97. percentil = 97

Protoze se stimulacni index mtze v raznych laboratofich a na riiznych pfistrojich lisit,
MUSI si kazda laborator ustanovit vlastni rozmezi normalnich hodnot pomoci
vlastnich testovacich podminek na vzorcich od mistni populace zdravych darcq.

14.Rusivé latky a omezeni

Antikoagulancia EDTA a citrat negativné ovliviuji vysledky testu.
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17.Historie revizi

Verze 8, ED7042_IFU_v8

Usporadani navodu k pouziti bylo zménéno.
18.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

19.Zplnomocnény zastupce
N/A

POZNAMKA: Jakakoli vazna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostfedkem,
musi byt ozndmena vyrobci a mistnimu prislusnému Gradu.
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