IngoFlowEXx Kit
Kat. ¢. ED7040

Popis produktu

IngoFlowEx Kit je ureny pro vySetfeni
fagocytarni aktivity granulocytd a monocytd
méfenim ingesce fluorescencné znacenych
bakterii E. coli v pIné heparinizované lidské krvi
pomoci pratokové cytometrie.

Fagocytdza, tzn. pohlceni extracelularné se
vyskytujicich ¢astic bunikami, nalezi k pfirozenym
obrannym mechanismdm imunitniho systému.
Schopnost fagocytézy je charakteristickd pro
profesionalni fagocytujici bufky (neutrofilni a
eosinofilni granulocyty, monocyty a makrofagy).
Proces zahrnuje navazani Castice na povrch
bunék, pohlceni buiikou a naslednou degradaci
Castice. Nékteré plazmatické proteiny (C3b a
protilatky) napomahaji fagocytlim v rozpoznavani
Castic tim, Ze navazanim na povrch Castic vytvori
snadno rozpoznatelné ligandy.

Test je zaloZzen na méfeni intensity fluorescence
bunék, které pohltily fluorescencné znacené
bakterie E. coli. Vzorek heparinizované krve se
smichd s fluorescencnimi bakteriemi a necha se
inkubovat pfi 37 °C. Paralelné se provadi pro
kazdou reakci s E. coli také kontrolni reakce bez
E. coli. Tato negativni kontrola slouzi pfi analyze k
nastaveni hranice mezi fagocytujicimi a
nefagocytujicimi bunikami. Volné bakterie jsou
odstranény opakovanym promytim suspenze
bunék. Fluorescence bakterii navazanych na
povrchu bunék je potlacena pfidanim trypanové
modri, vitalniho barviva, které nepronika skrz
bunénou membranu. Vzorky jsou poté
vystaveny Cinidlu, které zafixuje leukocyty a
lyzuje erytrocyty. Nakonec je bunécnd DNA
oznacena fluorescen¢nim cinidlem, propidium
jodidem. Oznaceni DNA napomaha odliseni
debrisu a shluk( bakterii od leukocytt.

Bakterie pouzité v testu byly opsonizované
lidskou AB plazmou, proto vysledky nejsou
primarné zavislé na opsoniza¢ni kapacité plazmy
z vysetfovaného vzorku.

Specifikace

E.coli FITC (pfipravené k pouziti) obsahuje
suspenzi fluorescencné znacenych bakterii E. coli
kmene K-12 opsonizovanych lidskou plazmou.
Quenching Solution (pfipravené k pouziti)
obsahuje pufrovany roztok trypanové modfi.
Lysing Solution (10x koncentrovany roztok)
obsahuje koncentrat fixacné-lyzacniho Cinidla.
Wash Buffer (25x koncentrovany roztok)
obsahuje koncentrat promyvaciho pufru.

DNA Staining Solution (pfipravené k pouziti)
obsahuje pufrovany roztok propidium jodidu.

Poskytované materialy

ED7040-1 E.coli FITC, 1 x 1 ml, dostacuje pro
provedeni 100 reakci.

ED7040-2 Quenching Solution, 1 x 20 ml,
dostacuje pro provedeni 200 reakci.

ED7040-3 Lysing Solution, 1 x 60 ml, dostacuje
pro pfipravu 600 ml 1x Lysing
Solution = 300 reakci.

ED7040-4 Wash Buffer, 1 x 80 ml, dostacuje
pro pfipravu 2 litrd 1x Wash buffer =
222 reakci.

ED7040-5 DNA Staining Solution, 1 x 60 ml,
dostacuje pro provedeni 200 reakci.

Nutné, ale neposkytované matrerialy
Deionizovana voda (dH,0), pfiblizné 0,6 litru
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS),
pfiblizné 2 litry

5ml zkumavky (12 x 75 mm)

Skladovani a manipulace

IngoFlowEx Kit skladujte pfi teploté 2-8 °C.
Doba pouzitelnosti je vyznacena na etiketach
reagencii a na vnéjsim obalu soupravy.
Vystrahy a predbéZna opatieni

e Urceno pouze pro vyzkumné ucely.

e Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby
jejich pouzitelnosti.

Chraiite obsah vialek pfed kontaminaci.
Bakterie jsou dodavéany v suspenzi pfipravené
k pouziti, primérnd intenzita fluorescence
bakterii se mlze béhem skladovani ménit,
nicméné vysledky testu pfi hodnoceni
procentudlniho  zastoupeni  fagocytujicich
bunék zlistavaji nezménéné.

Vzorky krve jsou povazovany za potenicalné
infekéni material a musi s nimi byt nalezité
zachazeno. Pracujte vyhradné v ochrannych
rukavicich a dodrzujte postupy pro zachazeni s
potencialné infekénim materidlem. Vyvarujte
se kontaktu vzorki s pokozkou, o¢ima a
sliznicemi.

e Lysing Solution (ED7040-3) obsahuje
formaldehyd, metanol a diethylenglykol.
H véty

H302+312+332: Zdravi skodlivy pfi poziti, pfi
styku s kuzi a pfi vdechovani

H315: Drazdi kazi.

H317: MUize vyvolat alergickou kozni reakci.

H319: Zpusobuje vazné podrazdéni oci.

H335: Muze zplsobit podrazdéni dychacich
cest.

H351: Podezfeni na vyvolani rakoviny.

H371: Mlize zplsobit poskozeni organtl.
H373: MUze zplsobit poskozeni ledvin pfi
prodlouzené nebo opakované expozici.

P véty

P270: Pfi pouzivani tohoto vyrobku nejezte,
nepijte ani nekurte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.
P301+312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre,
volejte  TOXIKOLOGICKE ~ INFORMACN{
STREDISKO nebo lékafe.

P302+352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte
velkym mnoZstvim vody a mydlem.
P305+351+338: PRI ZASAZEN[ OCi: Nékolik
minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je
Ize  vyjmout snadno. PokraCujte ve
vyplachovani.

P501: Odstrarite obsah/obal v autorizovaném
misté sbéru nebezpecnych odpadu.

« Quenching Solution (ED7040-2) obsahuje
0,08% roztok trypanové modfi.

H véty

H350: M(ize vyvolat rakovinu.

P véty

P201: Pred pouZitim si obstarejte specidlni
instrukce.

P270: P¥i pouzivani tohoto vyrobku nejezte,
nepijte ani nekurte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/oblicejovy stit.
P301+P312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre,
volejte  TOXIKOLOGICKE  INFORMACNI
STREDISKO nebo lékare.

P302+P352: PRI STYKU S KUZi: Omyjte
velkym mnoZstvim vody a mydlem.
P308+P313: PRI expozici nebo podezieni na
ni: Vyhledejte lékaf'skou pomoc/oSetreni.
P501: Odstrarite obsah/obal v autorizovaném
misté sbéru nebezpecnych odpadu.

o Uplné informace o potencialnich nebezpetich
a bezpe¢ném zplsobu prace s vyrobkem
najdete v bezpe¢nostnim listu produktu.

e Krev musi byt odebrana do zkumavky s
heparinem. Antikoagulanty EDTA a citrat rusi
stanoveni.

e Vzorky krve zpracujte do 8 hodin po odbéru.

e Reprodukovatelnost méreni je zavisld na
dodrzovani inkubacnich  ¢ast, inkubacni
teploty a na presnosti pipetovani.

e Prutokovy cytometr denné kalibrujte pomoci
fluorescencnich kulicek, aby byla zajisténa
stabilni citlivost detektord.

e Pritokovy cytometr mlze poskytovat
nespravné hodnoty, pokud neni pravidelné
kalibrovan a udrZovan.

Zamyslené poufZiti

Méfeni fagocytarni activity lidskych granulocyt

a monocytl pomoci pratokové cytometrie.

Pfiprava reagencii

Wash Buffer

Naredte Wash Buffer pfed pouZzitim roztokem

PBS. Jako pomucku pro spravné fedéni muzete

pouZit uvedenou tabulku.
Wash
Pocet vzrok(i| Celkem Buffer PBS
krve (ml) (ml) (ml)
10 200 8 192
100 2000 80 1920

Oznacte datem pripravy a skladujte pfi 2-8 °C po
dobu maximalné 4 tydna.

Lysing Solution

Naredte Lysing Solution pfed pouZitim deionizo-
vanou vodou. Jako pomlcku pro spravné redéni
mUzete pouzit uvedenou tabulku.

Lysing
Pocet vzorkt | Celkem | Solution dH,O
krve (ml) (ml) (ml)
10 40 4 36
100 400 40 360

Oznacte datem pfipravy a skladujte pfi 2-25 °C
po dobu maximalné 4 tydn(.

E. coli FITC

Pred pouzitim dtikladné promichejte obsah vialky
na vortexu.

Nutné pomticky a pfistroje

Nadoby a odmérné valce pro nafedéni reagencii
Vortex

Ledova lazen (kostky ledu nebo drceny led)
Inkubacni stojanky pro zkumavky

Sada automatickych pipet s jednorazovymi
Spickami

Inkubator nebo vodni lazen (37 °C)

Centrifuga s rotorem pro 5ml zkumavky
Pratokovy cytometr - excitace modrym laserem
488 nm, detektory pro emisi zafeni 525 nm
(FITC)a 617 nm (PE).

Postup

Nechte vychladit nafedény Wash buffer (2-8 °C).
Nechte vytemperovat nafedéné Lysing solution
na laboratorni teplotu.

Umistéte E. coli FITC, Quenching Solution a
DNA Staining Solution na led.

Pripravte si nadobu s ledem a umistéte do ni
stojanek na zkumavky.
Pro kazdy vzorek krve si pfipravte dvé zkumavky:
- reakce s E. coli
- kontrolni reakce (bez E. coli)

1. Napipetujte 50 pul krve do zkumavek.

2. Nechte zkumavky chladit 10 minut v ledové
lazni.

3. Pridejte 10 pl E.coli-FITC do zkumavky

urcené pro reakci s E. coli a promichejte

obsah na vortexu. Vratte zkumavku na led.

Do kontrolnich zkumavek nepridavejte nic.

Pfeneste viechny zkumavky (i kontrolni) do

inkubatoru nastaveného na 37 °C (nebo do

vodni l4zné& nastavené na 37 °C).

6. Nechte inkubovat 30 minut (anebo 10 minut
ve vodni lazni).

7. Vratte zkumavky na led a nechte 5 minut
chladit.

8. Pridejte 100 ul vychlazeného Quenching
Solution (2-8 °C) a promichejte obsah. Stale
skladujte zkumavky na ledu.

9. Pridejte 3 ml vychlazeného nafedéného
Wash Buffer (2-8 °C) a centrifugujte
zkumavky pfi 200 g po dobu 5 minut.

10. Odsajte supernatant do nadoby s desinfekci.

11. Opakujte promyti (krok 9 a 10).

12. Resuspendujte sediment na vortexu ve
zbytkovém objemu promyvaciho pufru.

13. Pridejte 2 ml nafedéného Lysing Solution
(laboratorni teplota), promichejte a nechte
inkubovat 20 minut pfi laboratorni teploté
chranéné pred svétlem.

14. Centrifugujte buriky pfi 200 g po dobu 5
min.

15. Odsajte supernatant.

16. Pridejte 3 ml nafedéného Wash Buffer
(vychlazeny) a centrifugujte buriky pfi 200 g
po dobu 5 min.

17. Odsajte supernatant a resuspendujte
sediment ve 300 pl vychlazeného DNA
Staining Solution (2-8 °C).

18. Nechte inkubovat 10 minut na ledu
chrénéné pred svétlem.

19. Zméite vzorky v pratokovém cytometru
béhem 2 hodin od pridani DNA Staining
Solution.

v

MéfFeni v priitokovém cytometru

Nastaveni cytometru pfed prvnim méfenim

Pro nastaveni kompenzace spektrélniho presvitu

provedte sérii jednobarevnych reakci se vzorkem

krve. Pro jednobarevné reakce pouzijte

v popsaném postupu jen jednu fluorescencni

komponentu ze soupravy.

a) Vzorek krve s E. coli-FITC (vynechte
Quenching Solution a DNA Staining Solution)

b) Vzorek krve s Quenching Solution (vynechte
E. coli-FITC a DNA Staining Solution)

c) Vzorek krve s DNA Staining Solution
(vynechte E. coli-FITC a Quenching solution)

Provedené reakce pouzijte k nastaveni

cytometru.

Analyza vzorka

Nastavte si vhodny interval v detektoru pro PE

(Obrazek 1) a nechte nahrat dostate¢ny pocet

silné  fluorescentnich  bunéénych  udalosti

(alespori 10 000). Toto ohraniceni odfiltruje

debris a shluky bakterii z dalsi analyzy.

Obr. 1 Ohraniceni bunék, které odstrani debris a
shluky bakterii z dalsi analyzy
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Zobrazte udalosti spadajicich do intervalu v grafu
side-scatter (SSC) versus forward-scatter (FSC)
vytvorite ohraniceni pro subpopulace granulocytt
a monocytl (Obrazek 2).

Potom  zobrazte ohrani¢ené subpopulace
v histogramech fluorescence pro FITC
(Obrazek 3a a 3b). Pouzijte histogram z kontrolni
reakce pro umisténi diskriminacni hranice.
Obycejné dostacuje jedno spolecné nastaveni
diskriminaéni hranice pro vyhodnoceni vsech
pravé vysetfovanych vzorku.

Fig. 2 Ohraniceni subpopulaci granulocytt a
monocytii
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Fig. 3a Histogramy granulocytt z reakce s E. colia z
kontrolni reakce preloZené pres sebe
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Fig. 3b Histogramy monocyt(i z reakce s E. coli a z
kontrolni reakce preloZené pres sebe
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Vysledky Ize interpretovat podle

1) procentualniho zastoupeni fagocytd, které
obsahuji fluorescenéni E. coli nebo

2) stfedni hodnoty fluorescence fagocytujicich
bunék.

Procentudlni zastoupeni aktivnich fagocytl je
nazyvano fagocytarni aktivita. V tabulce jsou
uvedeny primérné hodnoty procentuélniho
zastoupeni aktivné fagocytujicich bunék, které
byly spoéitané z dat ziskanych analyzou vzork(
krve od zdravych darcd.

% aktivnich bunék

Subpopulace bunék (priimér +/- 25D)

Granulocyty 91 (83-100)
Monocyty 82 (72-94)
Opakovatelnost

Opakovatelnost pro stanoveni procentudlniho
zastoupeni aktivné fagocytujicich bunék byla
vypocitana z vysledkd ziskanych mérenim ctyr
paralelnich reakci vzorkt krve od zdravych darch.
Variabilita je vyjadrena primérnym koeficientem
variability.

% aktivnich prameérny
bunék (rozsah) CV (%)
Granulocyty 83-97 1,8
Monocyty 73-91 4.8
Odkazy

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
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Ochranné znamky
n/a

Historie revizi

e Verze 1, ED7040_TDS_v1

Prvni vydani

e Verze 2, ED7040_TDS_v2

Zména fedéni Wash buffer, namisto redéni
deionizovanou vodou (dH,0) doporuceno fedéni
provadét fosfatem pufrovanym fyziologickym
roztok (PBS).

Odkaz na konkrétni nafizeni byl odstranén z
vystrah “Smés je klasifikovana jako nebezpecna
ve smyslu zakona ¢. 350/2011 Sb”.

e Verze 3, ED7040_TDS_v3

Nové byly pouZzity GHS symboly, H- a P- véty.

e Verze 4, ED7040_TDS_v4

Opravy formatovani.

e Verze 5, ED7040_TDS_v5

Zmeéna loga vyrobce a vzhledu technického listu.
Nové pouzité symboly pro “Ctéte navod k
pouziti”, “Chranit pred slune¢nim zafenim” a
“Pouze pro vyzkumné UGcely. NepouZivat pro
diagnostické a terapeutické procedury” symbols
were added to Symbols. Zména PSC vyrobce z
25242 na 25250

e Verze 6, ED7040_TDS_vé

Byl upfesnén text definujici omezeni pouZiti
produktu.

Symboly

Katalogové cislo
Kéd davky
g Pouzit do data
/ﬂ[ Omezeni teploty
[:E] Ctéte navod k pouziti
ZX Chranit pred slunecnim zafenim

M Vyrobce
Pouze pro vyzkumné Gcely.

Nepouzivat pro diagnostické a

terapeutické procedury.

exbio

IngoFlowEXx Kit
100 testu | Kat. ¢. ED7040

Pouze pro vyzkumné ucely.
Nepouzivat pro diagnostické a terapeutické procedury.

Technicky list

Verze ED7040_TDS_v6_CS
Datum vydani: 20-04-2020

Produkt je urcen pouze pro vyzkumné ucely. Diagnostické nebo terapeutické aplikace jsou
zakazany.

Vyrobky nesméji byt pouzity k dalsimu prodeji nebo prevodu tfetim osobam ani jako samostatny
vyrobek, ani jako soucast vyroby jiného vyrobku bez pisemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. nenese odpovédnost za poruseni patentu ani za zadné dalsi poruseni prav
dusevniho vlastnictvi, ke kterym muze dojit pfi pouzivani téchto produktl. Objednavky na vsechny
produkty jsou pfijimany v souladu s pravidly a podminkami dostupnymi na www.exbio.cz. EXBIO,
EXBIO Logo a viechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti EXBIO Praha, a.s.
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