Zdravotni ustav se sidlem
Doruceno: 05.05.2022
2U/12365/2022

fisty: 1 pellohy.

LR LAY

zusoesB61c9395
uzaviena na zakladé ustanovenf § 2079 zakona €. 89/2012 Sb., ob&ansky zakonik,
v platném znéni {dale jen ,smiouva®)

Priloha &, 2 zadavaci dokumentace

Kupni smlouva

Kupujici: Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé

Sidlem: Partyzanské naméstl 2633/7, Moravska Ostrava, 702 00 Ostrava
Zastoupen: Ing. Eduardem JeZem, feditelem

IC: 71009396

DIC: CZ 71009396

Statni prispévkova organizace, nezapsana ve vefejném rejstriku

ID datové schranky: pubjorg

Bankovni spojent: CNB

¢. 0. 3235761/0710

(dale jen jako kupujici

d

Prodavaijici: EXBIO Praha, a.s.

Sidiem/mistem podnikani: Nad Safinou 1l 341, Vestec, 252 50

Zastoupen: Viadimirem Viklickym, pfedsedou predstavenstva, Ing.
Stanislavem Lancouchem, mistopfedsedou pfedstavenstva

IC: 25548611

DIC: CZ699003063

zapsany v obchodnim rejstfiku vedeném Krajskym soudem v Praze, oddil B, viozka: 5889
ID datové schranky: nScdz7d

Bankovni spojeni: Fio banka, a.s
¢. 0. 0023 0019 4731/2010

{déle jen jako ,prodévajici®)

uzaviraji nize uvedengho dne tuto kupni smiouvu v souladu se zadavaci dokumentaci
kupujiciho ze dne 21. 03. 2022, a to na zakladé vysledku fizeni na vefejnou zakazku na
dodavky s nazvem ,Diagnostické soupravy pro pritokovy cytometr 2022, zadanou v
ramci DNS pod nazvem: Dynamicky nakupni systém na dodavky diagnostik (ev. &. ve VWZ:
Z2020-009105) a podle zdkona &. 134/2016 Sb. o zadavani vefejnych zakazek v piatném
znéni, a nabidkou prodavajiciho ze dne 5. 4. 2022

Clanek .
Pfedmeét a Gcel smlouvy

1.  Prfedmétem této smlouvy jsou dodavky laboratornich diagnostickych souprav umoziujici
stanoveni aktivaci basofilll a vySetieni fagocytarni aktivity neutrofilli metodou pratokové
cytometrie (dale jen ,zbozi*) die Pfilohy &. 1 této smlouvy. Jednotlivé dilgi objednavky
budou uzavirany a realizovany po dobu platnosti této smiouvy.

2. Jednotliva pInéni v ramci této smlouvy budou realizovana formou diléich objednavek ze
strany kupujiciho {dale jen ,objednavka®).
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Vramci jednotlivych objednévek bude prodavajici dodavat kupujicimu podle jeho
konkrétnich potfeb zboZi specifikované dle Pflohy &. 1 této smlouvy.

Kupujici negaraniuje prodavajicimu odbér pfedpokladaného mnozstvi v celém rozsahu
uvedeného v zadavaci dokumentaci.

Za fadné uskuteénéné dodavky se kupujici zavazuje zaplatit prodavajicimu fadné
a véas dohodnutou uplatu (€l. V. této smlouvy).

Prodavajici se zavazuje dodavat kupujicimu nové, neposkozené, nepouzité zbozi.

Prodavajici se zavazuje, Ze bude pro kupujicino dodavat zboZi v objednaném mnozstvi
a jakosti.

Prodavajici se zavazuje kdykoliv po dobu platnosti této smlouvy, na zakladé zadosti
kupujiciho ke zbozi predloZit bezpeénostni listy a pfibalové letaky v éeském jazyce dle
zakona €. 268/2014 Sb., v platném znéni, a to bud' v tisténé, nebo elekironické podobé.

Dodani pfedmétu pinéni zahmnuje uplnou dodavku pozZadovaného zbozi véetné
pfibalové informace ke zboZi, dopravy na misto plnéni, bainého, pojistného za pojisténi
zbozi béhem dopravy, celnich a dafnovych poplatkd.

Prodavaijici je povinen pfi plnéni smlouvy postupovat s nejvy88i moznou odbornou pé&i
v z4ajmu kupuiiciho.

Clanek I,
Objednavky v ramci smiouvy

Objednavka musi obsahovat minimalné oznaceni smluvnich stran, urdeni druhu
a mnozstvi zbozi a misto dodani zbozi. Objednavka mize obsahovat téZ uréeni doby
dodani zboZi. Neni-li ihata dodani uréena objednavkou, sjednavd se max. do 14
pracovnich dni od doruéeni objednavky prodavajicimu.

Objednavka kupujiciho vyZaduje pisemnou formu. Pfijeti (potvrzeni) objednavky
prodavajicim vyZzaduje taktéZ pisemnou formu. Pisemnou formou se podie této smlouvy
rozumi objednavka &i jeji potvrzeni zaslané postou, faxem, elektronicky datovou zpravou
nebo e-mailem.

Prodavajici se zavazuje potvrdit pfijeti objednavky do 2 pracovnich dnl od jejiho
doruceni. Pro pfipad, ze prodavajici nebude mit dofasné na skladé kupujicim
pozadované zbozi, dohodly se smluvni strany, Ze prodavajici ihned (ve lhiité do 2
pracovnich dnd) pisemné vyrozumi kupujiciho, kterého soudasné upozorni na mozné
prodleni s dodanim objednaného zbozi (nejvySe vSak o 2 kalendarni tydny), pficemz
prodavajici kupujicimu rovnéZ nabidne obdobné pinéni, jez je v pfipadé pisemné
akceptace kupujicim schopen dodat fadné a véas.

Smiluvni strany se dohodly, Ze jednotlivé dodavky zbozi budou realizovany na zakladé
konkrétnich pozadavk(d kupujiciho, resp. osoby opravnéné vystavit objednavku za
kupujiciho, a to na dodaci mista dle ust. Cl. VI. této smlouvy.

V pfipadé, Ze prodavajici nebude schopen dodavat zboZ| v dohodnutém mnozstvi
a terminech z divodu zasahu vy$si moci nebo v8eobecnych zasobovacich potiZi, je
prodavajici povinen informovat kupujictho o uvedenych skute€nostech a bude
v takovém pfipadé hledat jiné feSeni dodavek zbozi.



VVSeobecnou zasobovaci potiZzi neni pfedem nahtd$eny vypadek n&kterého zbozi.

V tomto pfipadé prodavajici neprodlené informuje osobu povéfenou kupujicim o této
skute¢nosti a po vzajemné dohodé se pokusi zajistit odpovidajici mnozstvi uvedeného
2bozi nebo zboZi zastupitelného.

Clanek il
Doba trvani smlouvy

Tato smlouva se uzavira na dobu uréitou, a to na 24 mésicl nebo do vy&erpani celkové

ceny pfedmétu pinéni uvedené v Cl. V. odst. 1. této smlouvy, podle toho, co nastane
drive.

Tato smlouva nabyva platnosti a Géinnosti dnem jejiho podpisu obéma smluvnimi
stranami, nejdfive v8ak okamZikem jejiho uvefejnéni v registru smiuv podle zakona
€. 340/2015 Sb., v platnem znéni.

Clanek IV.
Jakost a provedeni zbozi

Dodéavané zboZi musi byt v bezvadném stavu a jakosti, cdpovidat specifikaci dle Pfilohy
¢. 1 této smiouvy a pravnim pfedpisiim, které se na zbozi vztahuji.

Kupujici je opravnén odmitnout zboZzi, které neni v bezvadném stavu a neodpovida
specifikaci dle Prilohy €. 1 této smlouvy nebo konkrétni objednévce.

Prodavajici se zavazuje predat kupujicimu doklady ke zboZi, které se ke zbozi vztahuji
ve smysiu § 2087 ob&anského zakoniku v eskem jazyce (pfinejmensim kupujicim
potvrzeny dodaci list, specifikujici dodanou poloZku zbozi, jeji mnoZstvi a cenu).

Prodavajici prohladuje, Ze zbo?i splfiuje veskeré podminky zdkona ¢. 268/2014 Sb.,
o zdravotnickych prostfedcich a je v souladu s Evropskou smérnici 98/79 EC o VD ZP,
s Nafizenim vlady CR &. 56/2015 Sb., o technickych pozadavcich na diagnostické
prostfedky in vitro a nese oznatenf CE.

Soucasti baleni zbozi je pfibalova informace v ¢eském jazyce, vyznacena doba
pouzitelnosti, &islo arze zbozi.

Doba pouZitelnosti zboZi (exspirace) pfi jeho prevzeti je min. 6 mésicu.
Prodavajici se zavazuje balit dodané zbozi obvyklym zplUsobem vyluéujicim jeho
jakékoliv poskozeni ¢&i jeho znehodnoceni, zachovat skladovaci a transportni podminky
aZ do prevzeti dodavky v misté plnéni. Kupujici se déle zavazuje uchovavat dodané
zboZi zplisobem, ktery jejich vyrobce stanovi pro jejich uschovu a skladovani.
Prodavajici poskytuje kupujicimu na zbozi zaruku za jakost ve smyslu § 2113 a nasl.
obcanského zakoniku.

Clanek V.

Kupni cena a platebni podminky

Celkovéa cena pifedmétu plnéni za dobu trvani smlouvy €ini 63 840,00 K& bez DPH
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(slovy Sedesattiitisicosmsettyficet_korun). Sazba DPH Cini 21%. Celkova vyse DPH
¢ini 13 406,40Ké (slovy_tfinacttisicétyfistadet_korun_a_¢Etyficet_haléfd). Celkova cena
predmétu plnéni véetné DPH ¢ini 77 246,40 K& (slovy
sedmdesatsedmtisicdvéstéétyficetSest_korun_a_gtyficet_haléfu).

Jednotkova cena za zboZi je smluvnimi stranami sjednana nésledujicim zpisobem:

» ZboZi, bude po celou dobu platnosti této smiouvy poskytovano kupujicimu za
jednotkové ceny uvedené v Pfiloze €. 2 této smlouvy. Témito cenami jsou
smluvni strany vazany a prodavajici neni opravnén tyto ceny po dobu platnosti
této smlouvy ménit.

« Na zakladé objednavek zaplati kupujici prodavajicimu cenu, ktera se vypocte
v ramci pfislusné objednavky dlie skute¢ného poctu skuteéné dodaného zbozi
v ramci pislusné objednavky, tzn., dle skuteéného pottu kusi konkrétniho
zboZi a jednotkové ceny uvedené v Priloze €. 2 této smlouvy, ktera je konecCna,
neménna a platna po celou dobu trvani smlouvy.

Soutasti kupni ceny a dodavky je ¢esky navod pro pouZiti zboZi, balné, doprava na
misto plnéni, pojistné za pojisténi zbozi b&hem dopravy, celni a dafioveé poplatky.

Ke kupni cené prodavajici G&tuje dafi z pfidané hodnoty podie pravnich pfedpisl
platnych v dobé uskute&néni zdanitelného plnéni.

Jednotkové ceny za zboZi uvedené v Pfiloze €. 2 této smiouvy je moZné prekrocit
pouze v zavislosti se zménou darfiovych pfedpisl tykajicich se DPH.

V pfipadé, ze dojde na trhu (b&hem trvani smlouvy) ke snizeni iednotkové ceny za
zboZi uvedeného v Pfiloze &. 1, je prodavajici povinen provést snizeni jednotkové ceny
uvedené v Pfiloze &. 2 této smlouvy na srovnatelnou Uroven. Prodavajici zmény
oznami kupujicimu pisemné.

Kupujici zaplati kupni cenu na zakladé faktury, kterou prodavaijici vystavi po dodant
zbozi na zakladé smlouvy. Pfilohou faktury musi byt dodaci list potvrzeny kupujicim,
specifikujici dodanou polozku zboZi, jeji mnoZstvi a cenu. Ke kazdé objednavce bude
vystavena samostatna faktura s uvedenim E&isla objednavky.

Faktura vystavena prodavajicim je dafiovym dokladem a musi mit nalezitosti dafiového
dokladu stanovené v zakon& &. 235/2004 Sb., o dani z pfidané hodnoty, ve znéni
pozdé&jgich predpisl a stanovené touto smlouvou a musf byt doruéena kupujicimu.

Faktura je splatna ve Ih(té& 30 kalendafnich dni ode dne prokazatelneho doruceni
faktury kupujicimu, neni-li na faktufe vyznagena delsi Ihita splatnosti.

Jestlize faktura nebude obsahovat naleZitosti stanovené pravnimi predpisy a touto
smlouvou, nebo jestlize udaje v ni uvedené nebudou spravné, budou prepisované nebo
jinak opravované, je kupujici opravnén vrétit ji ve Ihité splatnosti prodavajicimu
s uvedenim chybéjicich naleZitosti nebo nespravnych Gdaju. V takovém pfipadé se
prerusi lhita splatnosti @ potne béZet znovu ve stejné délce dorucenim opravené
faktury do sidla kupujiciho.

Platba faktury se povazuje za uskutetnénou odepsanim pfislusné castky z Uctu
kupujiciho.

V pfipadé, Ze se prodavajici stane nespolehlivym platcem ve smyslu § 106a zakona ¢&.

4
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235/2004 Sh., o dani z pfidané hodnoty, ve znéni pozdéjsich pfedpist (dale jen ,zakon
¢ DPHY, je povinen o tom neprodlené pisemné informovat kupujictho. Bude-li
prodavajici ke dni uskuteénéni zdanitelného pinéni veden jako nespolehlivy platce
nebo &islo bankovniho tétu prodavajiciho uvedené na faktufe nebude zvefejnéno
zpusobem umoZzniujicim dalkovy pfistup podle § 96 zakona o DPH, je kupujici opravnén
¢ast kupni ceny odpovidajici dani z pfidané hodnoty uhradit pfimo na Géet spravce
dané v souladu s ust. § 109a zakona o DPH. O tuto castku bude ponizena celkova
kupni cena a prodavajici obdrzi kupni cenu bez DPH. Prodavajici soubhlasi a bere na
védomi, Ze shora uvedenym postupem je zcela splnén zavazek kupujiciho ubradit
vyfakturovanou kupni cenu. V pfipadé, ze z divodu porudeni povinnosti vyplyvajicich
ze zakona o DPH prodavajicim bude kupujici jako ruitel vyzvan pfislusnym spravcem
dané k zaplaceni dluzné &astky DPH za prodavajiciho, a to z jakéhokoliv diivodu, a
tuto dluznou ¢astku DPH za néj uhradi, zavazuje se prodavajici uhradit kupujicimu tuto
diuznou &astku do 30 dni ode dne, kdy k tomu bude ze strany kupujictho pisemné
vyzvan. V pfipadé, Zze se prodavajici stane nespolehlivym platcem ve smyslu tohoto
odstavce, ma kupujici soucasné pravo od této smlouvy odstoupit s G&inky do
budoucna.

Kupuiici neposkytuje zatohy.

Clanek VI.
Misto plnéni

Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé, Partyzanské namésti 2633/7, Moravska Ostrava,
702 00 Ostrava, Centrum klinickych laboratofi.

Clanek VII.
Nebezpeci Skody na zbozi a viastnické pravo

Prodavajici prohlasuje, Zze zbozi je vyhradné jeho viastnictvim, neni pfedmétem zastavy
ani jiného zavazku a ze mu neni znamo, ze by zboZi byle zatizeno jakymikoliv pravy
tfetich osob.

Riziko ztraty, zni¢eni nebo poskozeni dodavaného zboZi nese do okamziku jeho pfevzeti
prodavajici.

Nebezpeti 8kody na zboZzf a vlasthické pravo prechazi na kupujiciho pfevzetim zbozi.

Clanek VIIL
Odpovédnost za vady

Kupujici je povinen vady zbozi, které zjistil pfi prohlidce zboZi (neodpovidajici doba
pouZitelnosti zbozi-exspirace, nekompletnost dodavky, zjevné vady zboZi atp.), oznamit
prodavajicimu bez zbyteéného odkladu pisemné poté, kdy je zjistil, nejpozdé&ji vBak do
uplynuti doby pouZiteinosti (exspirace) zboZi.

Prodavajici je povinen zboZi s vadami bez zbyteéného odkladu po jejich oznameni
vymeénit a dat kupujicimu zbozi bezvadné. V pfipadé, Zze to neni mozné, vrati kupujici
prodavajicimu zbozi oproti dobropisu.

Kupujici méa pravo také na odstranéni vad vzniklych po pfevzeti zbozi kupujicim, pokud
je prodavajici zpusobil porusenim své povinnosti. Projevi-i se vada v pribéhu



6 mésicll od prevzeti zboZi, ma se za to, Ze dodana véc byla vadna jiz pfi prevzeti.

Kupujici méa pravo na uhradu nutnych nakladd, ktere mu vznikly v souvislost
s uplatn&nim prava z odpovédnosti prodavajicino za vady.

Clanek IX.
Prodleni s dodanim zbozi

V pfipadé prodleni prodavajiciho s dodanim objednaného zboZi oproti terminu dle ust.
Cl. Il. odst. 1 této smilouvy je prodavajici povinen zapiatit kupujicimu smluyni pokutu ve
vy$i 0,1 % z kupni ceny objednaného zbozi, s jehoz dodanim se prodavajici dostal do
prodleni, a to za kaZdy, byt i jen zapotaty den prodieni.

Pro pfipad nekompletni dodavky, nebo neni-li dodano zboZzi spravné podie objednavky,
sjednava se smluvni pokuta ve vysi 500,- K& za kazdé takovéto poruseni, kterou je
povinen uhradit prodavajici kupujicimu. Tato sankce se neuplatiuje v pfipad&, Ze
nekompletnost dodavky byla kupujicim doloZitelné akceptovana.

Smluvni strany se dohodly, Ze zavazek zaplatit smluvni pokutu nevylucuje prave na
nahradu $kody.

Clanek X.
Ostatni ujednani

V pfipadé, Ze se kupujici dostane do prodleni s dhradou faktury, ma prodavajici pravo
pozadovat Urok z prodieni pouze v zékonne vysi dle nafizeni viady €.351/2013 Sb.,
v platném znéni.

Clanek XI.
Zavérecna ustanoveni

Vztahy téastnikd z této smlouvy se Fidi pfisluSnymi ustanovenimi zakona ¢€.89/2012 Sb.,
obéansky zakonik.

Smluvni strany na sebe pfebiraji nebezpeti zmény okolnosti v souvislosti s pravy
a povinnostmi smluvnich stran vzniklymi na zakladé této smlouvy. Smiuvni strany
vyluéuji uplatn&ni ust. § 1765 odst. 1 a § 1766 obCanského zakoniku na svlj smluvni
vztah zalozeny smlouvou.

Tuto smlouvu Ize zménit nebo zrudit jen pisemné, nevyplyva-li z jejich ustanoveni néco
jiného.

Kupujici ma pravo tuto smiouvu vypovédét s vypoveédni Ihitou jednoho mésice, ktera
poéina béZet prvnim dnem kalendafniho mesice nasledujiciho po kalendafnim mésici,
v némz byla vypovéd doru¢ena druhé smluvni strang, jestlize:

a) Prodavajici opakované (nejmeéne tfikrat) nepotvrdi pfijeti objednavky ve Ihité
stanovené dle ust. Cl. |I. odst. 3. t&to smlouvy; nebo

b) Prodavajici opakované (nejmeéné tiikrat) nedoda zboZi dle objednavky ve Ihité
stanoveneé dle ust. Cl. 1. odst. 1 teto smlouvy.
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Prodavajici ma pravo tuto smlouvu vypovédét s vypovédni Ihiitou dvou mésicl, ktera
poéina bé&zet prvnim dnem kalendarniho mésice nasledujiciho po kalendafnim mésici,
v némz byla vypovéd doruéena druhé smiuvni strané v pfipadé, Ze kupujici bude
v prodieni s Uhradou fadné vystavené a dorudené faktury za dodané dodavky zbozi delsi
nez 30 dni od uplynuti lhity splatnosti takové faktury a k Ghradé nedojde ani po pisemné
vyzvé prodavajiciho.

Tuto smlouvu miZe vypovédét i kterakoliv ze smluvnich stran i bez uvedeni divodu
s vypovédni lhitou dvou mésicl, ktera poéina bézet prvnim dnem kalendainiho mésice
nasledujiciho po kalendafnim mésici, v némz byla vypovéd doruéena druhé smiuvni
strané.

Tato smlouva mize byt ménéna pouze pisemné, pfitemz za pisemnou formu nebude
pro tento ucel povazovana vyména e-mailovych &i jinych elektronickych zprav.

Pripadné spory z této smlouvy se smluvni strany zavazuji pfednostné fesit smirnou
cestou. Nebude-li takto dosaZeno vzajemné dohody, je kterakoli ze smluvnich stran
opravnéna obratit se na vécné a mistné pfisludny soud Ceské republiky.

Prodavajici dale souhlasi a je srozumén se skuteénosti, Ze kupujici mizZe byt na zakiadé
zakona ¢. 106/1999 Sb., o svobodném pfistupu k informacim, ve znéni pozdéjsich
predpis( a zakona ¢&. 340/2015 Sb., o registru smluv, povinen uvefejnit tuto smlouvu v
registru smluv nebo o této smlouvé a pravnim vztahu ji zaloZzeném zpfistupnit &i
poskylnout véechny informace, které citované zakony nebo jiné pravni pfedpisy z
uvefejnéni nebo zpfistupnéni nevylucuji.

Smiuvni strany se shoduji, Ze zvefejnéni {éto smiouvy v registru smluv podle zakona
¢. 340/2015 Sb., zajisti kupujici.

Kontaktni osoby:

Za kupujjiciho je opravnén jednat:

Ve véci objednavek:

Za prodavajiciho je opravnén jednat:

Ve véci objednavek:

12. Tato smlouva je vyhotovena ve stejnopise v elektronické podobé.

13.

Nedilnou soucasti této smlouvy jsou:
» PfFiloha €. 1 Specifikace nabizenych diagnostickych souprav
« Pfiloha &. 2 Jednotkova cena zboZzi.



14. Smluvni strany podpisem smiouvy prohladuji, Ze se s cbsahem této smlouvy seznamily
a bez vyhrad s ni souhlasi.

V Ostrave dne: Vo , dne:

za kupujiciho: za prodavajiciho:
Digitélné podepsal

I N g- Ed ua rd Ing. Eduard JeZo

~ Datum: 2022.05.05
J eZ0 22:08:46 +02'00'

Ing. Eduard Jezo
teditel Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostrave

Datum: 2022.05.04
11:16:31 +02'00'

Datum: 2022.05.04
11:31:28 +02'00’



Ptiloha ¢. 1 Specifikace nabizenych diagnostickych souprav

Nazev: BasoFlowEx Kit
Kat.c. ED7043

Nazev: FagoFlowEx Kit
Kat.Cislo: ED7042

Viz.nasledujici datasheety



BasoFlowEx Kit
Kat.¢. ED7043

1. UrEeny uéel prostiedku

Uiel pouiAti

BasoFlowEx Kit je uréeny pro testovani alergické
reakkce  zprosifedkované  protilitkami  IgE
analyzou expozice proteinu CD&3 na pavrehu
bazofild po jeiich stimulaci alergenem v Fdské
periferni  krvi s heparinem pomoci priltokoveé
cytometrie. Stimulaci je moZné provadét pomoci
komer&né dostupnych alergent.

Souvislost 5 Fyzicloglekym nebe patologickym
stavem

Klitovym bodem v diagnostice alergil je <o
nejpfesnéjdi  stanoveni  pfiinného  alergenu.
B¥Iné urivand metoda koZnich prick testd (SPT)
se vyznacuje nizkou spolehlivost, a kromé toho
miZe u pacientd vyvolat zhorieni alergického
onemocnéni. Proto je 2Adouct wyuZival testy in
vitro, jako je detekce specifickych protiltek IgE
vséru {slgE} & analyza sktivadnich markerd
bazofild, Specificita stanoveni slgE je v pfipadé
vitiing  alergent dostatend wysoks, ale
senzitivita byva pouze kolem 75%. kromé toho u
nekterych alergenii (zejména potravin a lékid) je
sengitivita i specificita detekce sigE podstatné
niZsl. Oproti tomu se test aktivace bazofild (BAT)
vyznafuje nejen velmi vysokou specificitou, ale i
vysokou senzitivitou, a to ivpfipadé fady
problematickych antigend.

2. Princip testu

Principem testu je wvyvoldni aktivace bazofild
in vitro v pfitomnosti senzibiizujiciho alergenu a
nasledné méfeni expozice aktivatnho znaku
bazofill {proteinu CD63] na bunéiném povichu
pomoci  monoklondini  protilitky  metodou
prittokové cytometrie. Pokud je wve vzorku
pfitomno  dostatefné  mnoistvi  alergenné
specifickych molekul IgE, které jsou pavazané na
povrchu  bazofifG  prostfednictvim  vysoko-
afinitnho receptoru  FeyRl, pFidany  alergen
zplsobi pfemosténi receptord, které vede k plné
aktivaci bazofildl spojené s protesem wlitl obsahu
zanétlivych  medidtorl z  cytoplazmatickych
granuli vn& buiiky [degranulaci). Degranulace ma
mimo iing F] nésledek expozici
transmembridnového proteinu cytoplazmatickych
granuli CD63 na povich bazofilt. Ten je nasledné
detekovan monoklonaini protilatkou anti-CCa3
(kion MEM-259) konjugovanou s FITC. Populace
bazofill je ve smési leukocytd identifikovdna
menoklondlni protilatkou anti-CD203¢
{klon NP4DE} konjugovanou s PE. Pozitivni
kontrolu pFedstavuje vzorek, ve kterém jsou
bazofily aktivované monoklondlni protilatkou
anti-lgE, kierd zastupufe stmulaéni  G&inek
specifického alergenu, a chemotakdickym
pepltidem N-formyl-Met-Leu-Phe [fMLP). kiery
aktivuje bazofily pfes fMLP recepior (FFR1).

3. Poskytované materidly

ED7043-1 Stimulation Buffer - 5 kusd vialek
obsahujicich lyofilizovany stimulagni pufr, jedna
vialka fe uréend pro stimulaci 20 zkumavek
E}7043-2 Stimulation Contral - 2 kusy vialek
ohsahujicich lyofilizovany stimulant pozitivai
kentroly, jedna vialka je wrena pro stimulaci 25
pozitivnich kontralnich vzorkd.

EX7043-3 Staining Reagent ~ 1 vialka obsahugjict
2 ml kokteilu protilatek: arti-CDé3 znadena FITC
+ anti-CD203c znagend PE.

ED7043-4 Lysing Solution - [ahvicka s [yzacnim
roztokem, 30 mi.

4. Nuiné, ale neposkytované materiily
Alergeny

Smi zkumavky pro barvenl bunék {12 x 75 mm)
Fosfatowy pufr (PBS)

Ultradistd demineralizovana voda

5. Nutna zafizeni

Sada automatickych pipet s jednorazovymi
Apickami

Vortex

Termostat umoFfiujici inkubovat zkumavky pfi
37°C

Centrifuga s rotarem pro zkumavky

Priitokovy cytometr - excitace modrym laserem
ABE nm, emise ziieni pii 525 nm (FITC) a pfi
575 nm {PE)

6. Skladovani a manipulace

BasoFlowEx Kit skladujte pH teplotd Z-8°C.
Soupravu le nutno chranit pred slunecnim
zifenim. Doba pouZitelnosti je wyznalena na
jednotlivich reagenciich i na krabici soupravy.
Informace e skladovédni rekonstituovanych
reagencil jsou uvedeny v oddile 9,

7. ¥ystrahy, predb&¥na opatieni
a omezeni

« Souprava je untena pro In vitro diagnostiku v
laberatoFich mima USA 2 Kanadu. Souprava je
ve shodg s evropskou smémici pro In vitro

diagnostickeé zdravotnické prostfedky
28/79/EC.

MepouZivejte reagencie po uplynuti doby
pouZitelnosti,

Chrafite ohszh vialek pfed kontaminaci.
Vzroky krve jsou povaZavany za potenicalngé
infek&n material, pracujte vwhradné v
ochrannych rukayicich a pfi prac dodriujte
spravné postupy pro zachazeni s potencialné
infekénim materiitemn.

Staining Reagent {ED7043-3} nevystaviljte
diouhedebému pisobeni svétia,

Reagencie Lysing Solution (ED7043-4) obsa-
huje formaldehyd a metanol.

H-viéty

H302+H352+H332: Zdravi Skodlivy pFi pofiti, pfi
styku s ki a pfi vdechavani.

H317: MiZe vyvolat alergickou koini reakel.

H351: Podezieni na vyvolani rakoviny.

P-véty

P270: Pi pouZivéni tohoto vyrabku nejezte,
nepijte ani nekufte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny
odév / ochranné bryle / oblicejovy Stit.

P301+312: PRI POZITE: Necftite-li se dobfe,
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNT
STREDISKQ nebo lékafe,

Pa2+352: PRI STYKU § KUZE: Omyjte velkym
mnokstvit vody a mydlem.

P305+351+338: PRI ZASAZENT OCH: Nekolik
minut opatmé vyplachujte vadou, Vyjméte
kontaktnl Eocky, jsou-Ii nasazeny, a pokud je
1ze yyjmout snadno, Fokratujte ve
vyplachavani.

P501: Odstraiite obsah/obal v autorizovaném
misté shéru nebezpenych odpadd.

Uplng Tnformace o potencidlnich nebezpetich
a bezpedném zplsobu price s vyrobkem
najdete v bezpe&nostnim listu produktu.
Vzorek krve miZe obsahovat nedostatetné
mneZsty bazofild pro pravedenf testu,
Nikteré vzarky krve mohou obsahovat
bazofily, které nejsou simulovateiné.

Kvalita pouZitého stimulaéniha alergenu
ovliviiuje spolehlivé provedenf testu.
Pritokovy cytometr mO¥e poskytovat 3pamé
hadnoty, pokud nenf pravidelné kajibrovan

a udrZovan.

Pokud nejsou fluorescendni signaly spravné
kampenzoviny nebo nejsou sprévné umistény
regiony (gate] pro pozitivid 2 negativni buriky,
pak mohou byt data nesprivné interpretové-
na.

Vzorky analyzujte neipozdéf do 2 hodin po
obarvent.

Pritokovy cytometr pravidelné kalibruite
pomodi  fluorescenénich  kuliGek, aby byla
zajf3téna stabilnf citlivost detektord.
Nedodrzen! doporuceného postupu méfeni a
analyzy miZe ovlivnit vysledky testi.

8. Yzorek N

Vysetfeni se provadi na krvi odebrané do
zkumavky s heparinem.

Krev musi byt odebrina do zhkumavky s
heparnem. Postupujte podle pokynii vyrohce
zkumavky a ujistéte se, Ze je dosaZeno spravného
plnictho objernu krve.

Antikoaguianty EDTA a citrdt rusi analyzu.
Vzorky krve skladujte pii [aboratomi teploté.
vzorky krve zpracujte nejdéle do 8 hodin po
odbéru za pfedpoldady, Ze jsou skdadoviny za
laboratorni teploty.

Béhemn barveni vzorkd chrafite obsah zkumayek
pred kontaminacl vzduSnymi alergeny {pyly,
prachové Zastice), které mohou faleSnd zwsit
potet aktivovanych bazafifa

9. Postup

Pfiprava reagencll

1. Lyofilizovarry  stimufaéni  pufr  (Stimulation
Buffer) pfed pouZitim rekonstihuujte pomoci
2 mi demineralizované vody. Nespotiebované
mnoZstyl  stimulatntho  pufru  je  moZné
skladovat v lednici (2-8°C} neidéle 5 dni,
pfipadné zamrazit pii <-20°C po vhodnych
alikvotech pro dalii pouZiti. Vyvarujte se

.

pedle nésleduicho pestupw:

1. Do zkumnavek uréenych pro:

s alergenem stimulovany vzorek napipetujte
10 i alergenu,

« negativni kantrolni vzarek nepipetujte nic,

s pozitivni kontrolni vzorek napipetujte 10 pl
rekonstitusvaného stimulantu (Stimulation
Comtrol.

. Do viech zkumavek napipetujte 100 ul

rekonstituovaného stimulaniho pufru

(Stimulatien Buffer).

Do viech zkumavek napipetujte 100 ul krve

s heparinem a zkumavky promichejte pormoct

vortexu,

Zkumavky inkubujte pfi teploté 37 °C po debu

15 minut ve vodn' [4zni nebo 25 minut v

inkubdtoru,

. Poté do viech zkumavek napipetujte 20 ul
koktejlu protilitek (Staining Reagent],
zkumavky promichejte pomogl vortexu a
inkubujte 20 minut v lednic pfi 2-8 °C nebo na
ledu.

. Poté pridejte 300 ! lyzaéntho rozioku {Lysing
Solution}, Zkumavky promichejte pomos]
vortexy a inkubujte S minut pfi laboratorni
teplcté.

7. Do zhumavek piidefte 3-4 mi demineralizova-

né vady, promichejte pomorf vartexw a

inkubujte pfiblizné 5-10 minut pf laboratomi

teploté, dokud nedolde k tyzi Eervenych
krvinek.

Centrifugujte zkumayXy 5 minut pfi 300 g

. Odstraite supernatant a resuspendujte
sediment pomoci 0,2-0.4 ml pufru PBS.

10.Vzarky zmé&fte pritokovym cytometrem

nejpozdéji do 2 hodin od abarvenl,

Analyza v pritokovém cytometru

Obarvend  vrorky analyzujte  pritokovym

cytometrem. JelikoZ by m&la byt analyzovino

minimang 200 bazofils, zmé&fte cytometrem
50000-10000C udélost! od kaZdého wzarku.

Provedte kompenzaci fluorescentnich signali

naméfenych dat {FITC a PE kanaf).

Naméfend data zobrazte vgrafu side-scatter

(35C) versus intenzita fluorescence v PE kandlu

(FL2)} aohranitte vhodnym regionem popuiaci

bazofill, které jsou CD203c pozitivni ({CD203cpas}

a majl nizky 55C {S5C1%}, jak je znizornéno na

obrizku 1 {kvdli odli¥né expresi CD203c

u nestimulevanéhe 2 stimulovanghe vzorku je

tfeba umisténi regionu upravit pra kaZdy vzarek

zvlast),

N )
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Qbr., 1 Ohranideni populace bazofith (CD203¢crm /
S5CH),

i3 1000 000 filLe:1) i
SSC-A

Poté zobrarte ohrani¢ené bazofily v histogramu,
kde na osge X je vynesena intenzita fluorescence
ve FITC kandlu (FL1), jak je znidzoméne na
obrazcich 2ab,c. Pomoci negativni kontroly
nastavte region odpovidajici CD63%™ populaci,
iterd piedstavuje neaktivované bazofily. Poté
spotitejte procentuelni zastoupen! aktivovanych
bazofill, které jsou CD4&3meR, v jednotiivych
alergenem stimulovanych vzercich a u pozitivni
kontroly.

Cbr. 2a Histogram populece bazofiti po stimulaci
alergenem.

Qbr. 2b Histogram popuiace bazofili negativil kon-
troly.
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Obr, 2 Histogram populace bazofild pozitivni kon-
troly.
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Vypoity a interpretace vys|edid

Yypotftejte procento aktivovanych bazofild
[CDE3eM) ve vzorclch stimulovanych alergenem
& ve vzorku pozitivnl Kontrofy.

i hodnoceni testu je thebs brat v dvahu hranici
pazitivity testu pro jednotlivé skupiny alergend,
kterou by si méla ustanovit kaZdd laboratof.
Hraninfl hodnota pozitivity testu byva obycejné
nastavena nasledovné:

nhalacnf a potravinove alergeny =15 %
Jed blanokfdlgho hmyzu 210%
féky =5%

Hodnocenf testu nenf mo#né provést, pokud
pozitivnf kontrola vykazuje méné ne? 20 %
aktivovanych bazofild.

10. Vlastnosti analytickeé funkee

Pfesnost {opakovatelnost a reprodukaovateinost)
Opakovatelnost a reprodukovatelnost maFeni
byla stanovena duplicitni]n  méfenim  Zest
sensitizujicim? alergeny nezdvisle pétf operatory
na jednom vzorku krve za  stejnych
experimentdinich podminek. Metodou analyzy
rozptyld byly stanoveny nasledujici parametry
opakovatenosti a reprodukovatelnosti méfeni:

C/opakovatelnost =5A4%
C\freproducovareinost = 3.4 9

11. Vlastnosti klinfcké funkee

Specificita a Citlivost

Specificita a Citlivost metody byla stanovena
srovnavacim méfenim soupravy BasoFlowEx Kit
se dvéma komercné dostupnymi BAT soupravami
(A, B). Srovnani hylo provedene v rutinnim
nrovozu klinické laboratofe na 100 vrorcich,

opakovanéha zamrazovanl arozmrazovani
roztoku.

2. Lyofilizavany stimulant  pozitivni  kontroly Parametr MEWE' hw\‘;.b"h s\m:va 8
(stimulation ~ Control]  pfed  pouZitim & ra Soupravi A1 Soupriva B L Soupeova A
rekonstiiuujte  pomect  025mi  demine- e 968 59 947
ralizované vedy. Nespotfebované mnodstui BEM 829 23 52
stimulantu  je mofné skladovat v lednici 5 -

{2-8 °C) nejdéle 30dni, pilpadné zamrazit pi = Oceldvané hodnaty

£-20°C po vhodnych alikvotech pro dalii 5 Primérna hodnota poctu aktivavanych bazofild
poudit], Vyyarujte se opakavaného b 4 zméfenych v pogitivnich kontrolach 20 krevnich
zamrazovani a rozmrazovani roztoku. 245 s vzorktl je uvedena v ndsledujici tabulce Pofet

3. Ostatn{ reagencie (Staining Reagent, Lysing i aktivovanych bazofifd u yzerkd stimulevanych
Solution) jsou piipravené pro okamgité pouditi. alergenem se ml¥e teoreticky pohybovat

Postup zhousky 27 v rozmez{ 0-100 %,

Pro vyietfeni jednoho vzorku krve je tfeba [ el T Frme | = =

pifpravit negativnf kehtrolu, pozithi kentrolu 2 0 Lot —r | 772 | 194 | 251

potfebny poget zkumavek stimulevanych T o Lot

testovanymi alergeny. Pro stimulaci je moiné U 1o :]g%;pnc 10 e

pouit riizné komerdnl alergeny. Vzorky pripravte






FagoFlowEx Kit
Kat.Z. ED7042

1. Uréeny (&el prostiedku

Uil pouiiti

FagoFlowEx Kit Je urleny pro vySetfeni
fagooytdmi aktivity meutrofifnfch granulocyti
méfenim respiracniho (oxidaéniho) vzplanut! po
jeijich stimulaci bakterfemi E. colf v lidske perifernd
krvi s heparinem pomoc! pritokevé cytometrie,
Souviskost s fyzlologldom nebe patologlelgm
stavem

Pacienti s imunitnfm deficitem jsou v Klinické
praxi zachyceni na zakladé opakovanych infekci.
Pristuiny typ infeknlhe agens byva dobrym
voditkem ¢ defektu uréité sloZky imunitniho
systému. Deficity prirczend sloZky imunitntho
systamu zahrnuji predeviim poruchy
komplementu a fagocytézy a vyrazné snizuji nasi
schopnost odolavat infekeim, pfestofe adaptivni
slofka naSeho imunitniho  systému  zdstawva
hepostizena,

Nejéastéjiimi genetickymi poruchami pfirozené
obranyschopnosti jsou vedle riznych defektd
migrace bunék poruchy fagocytarni a zabijedské
aktivity neutrofilnich granulocyti, maonocytl
2 makrofigl, které byvaji zpisobeny deficitern
myeloperoxidazy {MPO)*, chronickou
granulomatézou (CGD)?, nebo deficitem glukdza-
4-fosfat dehydrogendzy {G&PDY. Viechny tyto
nedostatky vedou k vaZnym chranickym infekeim
specifickych  patogen(i  (bakterie, Kvasinky
a plisné), které jsou odolné viEi standardni |6ché.
Respiraéni vzplanutf je naruSena u CGD, MPC
a GAPD deficitd. Vysledkem t&chto genetickych
poruch je sniZenl intenzity respiracniho vzplanut!
a proto fagocyty nejsou schopny Gginné znidit

intraceluldm! nebo pohlcené  extraceduldrni
patogeny.

Chronickd granulomatdza (CGD} je klinicky
ageneticky riznorodd  skupina  d&dignych

onemocnénl s deficitem ve vice enzymech
kaskddy NADPH oxidizy wytvafejici reaktivni
kysilkavé radikdly. Podstatou pfibli¥né
1/3 paciemtd 5 CGD je autozomilné recesivni
mutace (CYBA, NCFI1, NCF2) a dvé IFetiny
pfipadtl CGD vzrikajl na zékladé vad genu CYBB
kédujictha BpF1P» podjednothu
flavocytachrome  bees, ktery je lokalizovén
na chromozemu X, Altivni NADPH oxidiza
zdravého jedince katalyzuje reakd NADPH
s kysilkem a produkuje NADP™ & superoxidovy
raditdl O, kiery prochdzi dalii Fadou reakei
vedouci k produkci  singletového  kysiku
a peroxidu vodlku, ktery je déle transformovan
myeloperoxidézou, Pacienti s CGL} trpi zapalem
plic, abscesy na kaZi, tkinich a orgénech,
hnisavou artritidou, osteamyelitidou, bakterfemil
/ fungemii a pavrchovymi koZnimi infekcemi,
Jako je celulitida nebo impetigo®. PPetrvavajici
nfekce miZe vést k tvorbié tkdnovych granulomi
na zdklad® pHliné produkce TNF a IFHy
cytokind  CD4* T lymfocyty. Dulefité je, Ze
pacienti 5 CGD trpf nejen epakujicimi se
infekcemi, ale t&2 nadmérmymi zandtivymi
neinfekénimi staw’.

Deficit MPC je genetickd porucha, kterd md za
ndsledek kvantitativni nebo funkéni nedostatek
néslednéha generovan! hydroxylovych radikali

achlorhanu  z peroxidu wvodiku  enzymem
myeloperoxidazou, Chlornan  Je  povaovin
zahlavni zabije¢ patogend pEi  respiracnim

vzplanut{ &

Enzym G&PD  se (Gfastni drdhy hexdza
mancfosfatu, tedy jednoho z hiavnich procest
tvorby NADPH. SniZenid aktivita G&6PD je
spojena 5 chronickou nesférocytickou
hemolytickou anémif, sle miZe téZ zplsobovat
sni¥enl respiracniho vzplanut! fagocytl, pokud
aktivita fohoto enzymu vlivem mutace poklesne
piibligng pod § % normélnt aktivity’. V tomto
pfipadd jsou phiznaky onemocnéni podobné
s CGD.

Viechny vvie uvedené nemoci spojené
s fagocytArni  funkei  ilustrii  dileZitou  roli
fagocytdl  pfl odstrafiovani a  usmrcovdni

patogeni pro udreni homeostazy nasich t&i,

2. Princip testu

Principem testu je mé&Feni respiraéniho vzplanuti
neutrofilnich granulocytd po stimulaci bakteriemd
E coli. P¥ ingesci bakterfi je ve fagocytech
aktivovana MNADPH-oxidéza, ktera  spustl
respira&ni vzplanuti. Vznikajic! chiornan uvnit?
fagocytd silngé oxiduje dihydrorhodamin 123
{DHR123} na fluorescenéni produkt rhedamin

123, ktery je detekevan  pritekovym
cytometrem. V  pfipadé  defektu  myelo-
peroxiddzy, kdy nevznikd chiornan jako

termindlni produkt respirzéniho vzplanuti, je
dihydrorhodamin 123 oxidovan v mensi mife
ostatnimi reaktivnimi meziprodukty respiraéniho
vzplanut!, coZ se projevi snifenou intenzitou
fluorescence stimulovanych granulocytt.
Pozitivnl kontrolu predstavuje vzorek, ktery je
inkubovan s PMA {phorhof 12-myristate 13-

acetate), ktery spustH respiraéni  vzplanutl

v granulocytech | bez ingesce bakteril.

3. Poskytované materialy

ED7042-1 E, ool - 5 %usl vialek obsahujicich
Iyofilizované bakterie E. coll, jedna vialka je
urend pro stimulaci 20 zkumavek.

ED7043-2 DHRI23 - 5 kusd vizlek
obsahujicich Iyofilizovany dihydrorhodamin 123,
jedna vialka je urend pra obarveni 60 zkumavek.
ED7042-3 Stimulation Control ~ 5 kust vialek
obsahujicich lyofilizovany PMA {phorbol 12-
myristate 13-acetate), iedra viatka fe uréena pro
stimulac 20 pozitivnich kontrolnich vzorkd.
ED7Q42-4 Lysing Solution - fahviZka 5 lyzaénim
roztokemn, 15 m!

4. Nuiné, ale neposkytované materidly

Vhadné 5ml zkumavky (12 x 75 mm)

Ultracistd demineralizované voda

5. Nutna zaiizeni

Automatické pipety s jednordzovymi Spickami
Vartex

Termostat umaZriujicl inkubovat pii 37 °C nebo
voni lazeft

Pritokovy cytometr - excitace modrym lasesem
488 nm, emise zafenf pi 525 nm (FITC)

6. Skladovini a manipulace
FogoFlowEx Kit skladujte pfi teplot® 2-8 °C.
Chrafite pred pffmym slune¢nim svitem. Daba
pousitelnosti Je vyznatena na jednotlivych
reagenciich i na krabici soupravy.
Informace o skladovanl  rekonstituovanych
reagencii jsou uvedeny v oddile 9.

7. Vystrahy, predbéZnd opatieni
a omezeni

s Spupravs je urfena pro In vitro diagnostila v
lahoratofich mimo LISA a Kanadu. Souprava Je
ve shodé s evropskou smémicl pro In vitro
diagnosticke zdravotnické prostiedky
9B/TI/EC.

» Nepouilveite reagencie po uplynut! doby
pouzitelnosti.

a Chrafite obsah vialek pfed kontaminacl.

» Reagencll DHR123 (ED7042-2) nevystawujte
dlouhedobému pusobeni svétla.

» Vzroky krve jsou povaiovany za potenicilné
infekéni  materidl, pracupte wyhradné v
ochrannvech rukavicich a pit préci dodriujte
sprawvné postupy pro zachdzeni s potenciding
infek&nim materialem.

» Lysing Solution (ED7042-4) ocbsahuje
formaldehyd a metanol.
H-véty

H302+H312+H332: Zdravi Skodiivy pfi poZiti,
i styku s ko 2 pfi vdechovénl. H317: MiFe
wyvolat  alergickou koint reakei. H351:
Podezfenl na vyvolani rakoviny.

P-vity

P270: Bii pouZivanl tohoto vyrobku nejezte,
nepite ani nekufte. P2BO:  Poufivejte
ochranné rukavice / ochranny odév [/
achranné bryle / ablitejovy &tit. P201+312:
PA1 POZITE: Necitite-li se dobfe, voleite
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
nebo lékafe. P302+352: PRI STYKU S KUZ:
Omyjte velkym mnofstvim vody a mydlem,
P305+351+338: PRI ZASAZENE OCk Nékolik
minut opatmg vyplachuite vodou. Vyjméte
kontaktnf éogky, jsou-li nasazeny, a pokud je
lze  wyjmout snadno,  Polratujte  ve
vyplachovani. P501: Odstrafite obsah/abal v
autorizovaném mistéd sbéru nebezpecmych
odpadt.

» Uplné informace o potencidinich nebezpetich
a bezpeiném =zplsobu price s vyrobkem
najdete v bezpetnostnim Estu predukhe.

» Obarvenéd vzorky analyzufte nejpozdéii
2hadiny po vz, ve standardizovaném
&asovém rami (viz graf}.

Graf poklesu intenzity fluorescence granulocyti
{MFi) a Stimulagnihe indexu {S1) po lyzi erytrocyti
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s Prirtokovy cytometr mdZe poskytovat Epatné
hodnoty, pokud neni pravidelng kalibrovan
a udrdavan.

» Nedodrieni doporufeného postupu analyzy
mize oviivinit vysledicy testli

8. Vzorek

Vysetfenl se provadi na krvi odebrané da
zkumavky s heparinem,

Krev musi byt odebrina do zkumavky s
heparinem. Postupujte podle pokyni vyrohce
zhumavky a ujistéte se, ¥e je dosa¥eno spravného
pinicho objemu krve,

Antikoagulanty EDTA 2 citrat rugl analyzu.

Krev v odbérovych zkumavkich musi byt
skladovana 2a laboratornf teploty na kyvadce.
Vzorky krve zpracujie nejdéle do 24 hodin po
odbéru.

9. Postup

PFiprava reagencif

1. Lyofilizované bakterie E.coff rekonstfiuujte
pomoci 250 pl  demineralizované vody a
suspenzi promichejte vortexem.
Nespotfebované mno¥stvf suspenze je moZné
skladovat v lednici (2-8 °C) nejdéle 24 hodin,
pfipadné zamrazit pfi s -20 °C. Zmrazené
E.coli zprecujte do 7 dnd. Vyvarujte se
opakovaného zamrazovani a rozmrazovand,

2. Lyofilizovany DHR123 rekonstituujte pomoci

650 ) demineralizované vody. Roztok mirné
promichejte, nevortexufte,
MNespotiebované mnoZstvi roztoku je moZné
skladovat v lednict {(2-8 °C) nejdéle & hodin,
piipadné zamrazit pii = -20 *C. Zmrazeny
DHR123 spotiebujte do 7 dnd. Reagencie
vydr#f 2z 5 cykld zmrazeni & rozmrazeni.
Skladovanl zamraZenéha rortoku miZe
zphsobit az 20% paldes stimulagnich indexil.

. Lyofflizovanou reagencii Stimufation Control
rekonstituujte v 250 ui demineralizované
vody a roztok promichejte vortexem.
Nespotiebované mno#styf roztoku je moiné
skladavat v lednici (2-8 °C) nejdéle 24 hodin,
pApadné zamrazit pfi < -20 °C. Zmrazenou
reagencil zpracujte do 7 dnfi. Reagencie
vydr# az 5 cykld zimrazeni a rozmeazent,

4. Lyzacni roztok {Lysing Selution) je pfipraven

pro okam#té pouZitl.

Postup zkousky

Pro wvysetfenl jednoho vzorku krve je tfeba

pripravit negatival kentrelu, pazitivid kontrolu a

vrorek stimulovany suspenzi E. coli.

1. Do zkumavek urfenych pra:

» vzarek stimulovany baktertemi:
napipetuite 10 ul suspenze E. cafi,
negativii kantrelni vzarek: nepipetujte nic,
pozitivnl kontrolni vzorek: napipetuite
10 pl roztoky Stimulation Contrel.

2, Do viech zkumavek napipetujte 50 pl krve
5 heparinem a zkumavky promichejte pomoci
vortexu.

3. Do viech zkumavek napipetujte 10 pl
rekanstituovaného roztoku DHR123 a
zkumavky promichejte pomaci vortexu.

4, Zkumavky inkubujte pfi teplaté 37 °C
po dobu 20 minut ve vodni [azni nebo 30
minut v inkubdtoru.

9. Pgté pridejte 50 yl lyzaéniho roztoku (Lysing
Solution), zkumavky promichejte pomock
vortexu a inkubujte 5 minut pfi laboratorni
teploté.

6. Do zkumavek pfidejte 1 mi demineralizované
vody, promichejte pomoct vortexu a inkubujte
phbliEné 5-10 minut piT faboratornl teploté,
dokud nedojde k lyzi €ervenych krvinek.

Flucrescence rhodaminu 123, ktery wvznikd

oxidac! DHR123, je detekovdna v kandle pro

FATC (525 nm). JelikoZz rhodamin 323 je z

granulocytd pomémé rychle vyplavovan, je tfeba

vzorky co nejdfive zméfit  cytometrem

{dc 2 hodin od lyze), v lzkém Easovém ramci,

Drilezité je nastavit standardnl &Zas od lyze

{bod 6) dozméfeni wvzorkd, ktery bude v

laboratofi stale pouZfivan.

Analyza v priltokevém cytometru

Zméfte minimaingé 5000-10000 leukocyll od

kaidého vzarku. Naméfend data stimulovaného

vZorku a pozitivni a negativn! kontroly zobrazte v

grafu side-scatter ($5C) versus forward-scatter

(FSC). Ohranifte nopujace granvlocytl, jak je

znizornénc na obrazku 1.

w
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Vlivem ingesce bakterii dochszl k posunu
populace granufocytd v grafu S5C-FCS. Regiony
{gate) je protg tfeba nastavit jednotlivé u
kazdého vzorku.

Poté  zobrazte  ohranifené  granulocyty
v histogramech, jak je uvedeno na obrizcich 2a,
2b, 2c, kde na vodarovné ose je vynesena
intenzita fluorescence v kandlu pro FITC. Vhodné
umisténymi regiony (gate} spotiteite
procentudini zastoupen pozitivnlch a negativnich
granulocytd 2 jejich  prdmérnou  intenzitu
fluorescence (MFI). Stimulované granulocyty,
ukterych doslo k respiracnfmu  vzplanuti,
wykazuji intenzivni Auorescenci rhodaminu 123
v kanalu pro FITC.

Vipotty a mterpretace vyslediod

Z nmamérenych dat jsou vyhodnocovény dva
parametry, které mohou indikovat podezieni na
poruchu respirainiha vzplanutf:

a}  Proceniudini  zasteupenf  poritivaich
granulocytd, které vykazujl respiraéni vzplanut(
po stimutaci bakteriemi E. coli.

b} Stimulagni index, ktery predstavuje pomér
MFl  pozitivnich  granulocytd  stimulevaného
vzorku a MFl  negativnich  granulocytd
negativnho kentrolniho vzorku (viz dole piiklad
vypodtu Stimulagniho Indexu). Stimulaénf index
slouzl  pro  pribliZné  porevnanl  intenzity
respiraéniho vzptanutf mezi jednotlivimi vzorky
krve.

Obr. 2a Histogram granulocytd pozitival kontrofy.
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Pifklad vypottu hodnoty Stimulatniho Indexu
Hodnoty priimérné fluorescence z Obr. 2h a Zc:
Stimulaénl index = 53836 / 550 = 96

10. Vlastnosti analytické funkce

Presnost {opak
Onakovatelnost a reprodukovatelnest méfend
byla stanovena duplicitnim méfenim & vzorkl
krve nezivisle péti operdtory za stejnych
experimentainich podminek. Metodou analyzy
rozptyld byly stanoveny ndsledujfci parametry
opakovatelnosti a reprodukovatebnosti méfeni:

a) Pro stanoveni pogtu stimul. granulocyti
Cvunahomelnest =14%

eofeproduiiovatetnest 82%

b} Pro stanoven? stimulaéniho indexu granulocytd
Rl 1 5 0

Cyremradiovateingst, 43 ¢ a¢

Opakovatelnost T reprodukovatelnost méfen(
stimulaéniho indexu Je silné zdvisla na dodrZovani
inkubacnich cas®, inkubacni tepfoty a na
preciznosti pipetovani.
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