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Santrauka

Ivadas. Imunitetas uztikrina organizmo viding homeosta-
z¢, apsaugo nuo genetiskai svetimy komponenty - antigeny.
Fagocitai (monocitai ir granulocitai) atlieka pagrindinj vaidme-
nj jgimtame imunitete, taip pat prisideda prie jgyto imuniteto
funkcijos. Esant pirminiams ar antriniams fagocity funkcijos
sutrikimams pasireiskia imuninio atsako nepakankamumas,
todeél klinikinéje praktikoje svarbu laiku ir efektyviai jvertinti
fagocitine funkcijg. Tai galima atlikti laboratoriniais metodais.

Darbo tikslas. Jvertinti monocity ir granulocity fagoci-
tinio aktyvumo rezultatus tékmés citometrijos ir fluorescen-
cinés mikroskopijos metodais.

Metodai. Analizuoti 85 pacienty (45 vyry ir 40 motery,
8 mén. - 61 m. amziaus) monocity ir granulocity fagoci-
tozés aktyvumo tyrimo kiekybiniai rezultatai, gauti tékmés

citometrijos metodu (PHAGOTEST™, Celonic Group, Vo-
kietija), ir pusiau kiekybiniai rezultatai, gauti fluorescen-
cinés mikroskopijos metodu (fluoresceino izotiocionatu
zyméty E. coli skai¢ius 100-te fagocitavusiy granulocity).
Fagocitozés aktyvumo nustatymo koeficiento skai¢iavimo
principas: viena fagocituota bakterija, rasta mikroskopijos
metodu, atitinka X $vytéjimo intensyvuma (RLU), nustatyta
tékmes citometrijos metodu.

Tyrimo rezultatai. 85 tiriamyjy monocity ir granulocity
fagocitinis aktyvumas, gautas tékmés citometrijos metodu,
yra 5609,64 + 185,10 RLU (santykiniai $viesos vienetai), fluo-
rescencinés mikroskopijos metodu - 7,05 + 0,20 fagocituoty
bakterijy. Vyrams, atsizvelgiant | amziy, nustatyta didesné
dalis fagocitavusiy monocity nei moterims (p = 0,008). Verti-
nant lasteliy fagocitinj aktyvuma tékmés citometrijos ir fluo-
rescencinés mikroskopijos metodais, nustatytas tiesioginis
rysys (r > 0,7, p < 0,05) tarp rezultaty, gauty abiem metodais.
Viena fagocituota bakterija, rasta lastel¢je fluorescencinés mi-
kroskopijos metodu, atitinka 797,92 £ 14,31 RLU, nustatant
fagocitinj aktyvuma tékmés citometrijos metodu.

Isvados. Tékmeés citometrijos ir fluorescencinés mi-
kroskopijos metodai yra informatyvas tiriant fagocitinj ak-
tyvuma. Fagocitinj aktyvuma vertinant tékmés citometrijos
metodu, identifikuoti monocity funkcinio aktyvumo ypatu-
mai yra susije su tirlamuyjy lytimi ir amziumi.

Reik$miniai ZodZiai: imunodeficitas, fagocitoze, tékmeés
citometrija, fluorescenciné mikroskopija.

IVADAS

Imunitetas uztikrina organizmo vidine homeostaze, t. y.
apsaugo nuo genetiskai svetimy komponenty - virusy, bak-
terijy ir jvairiy kity antigeny [1]. Jis gali buti jgimtas arba dar
vadinamas nespecifinis, kurj sudaro fiziniai ir cheminiai
barjerai, fagocitai, komplemento sistema ir kiti baltymai ir
yra atsakingas uz pirminj atsakg j antigena, bei jgytas arba
specifinis, kuriame dalyvauja T ir B limfocitai. Fagocitai
(monocitai ir granulocitai) atlieka pagrindinj vaidmenj
jgimtame imunitete, paSalindami patogenines bakterijas,
mikroskopiniy gryby antigenus ir navikines lasteles, taip
pat kaip antigeng pateikiancios lastelés prisideda prie jgyto
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imuniteto [2]. Esant pirminiams (jgimtiems) ar antriniams
(igytiems) fagocity funkcijos sutrikimams kinta fagocitinis
aktyvumas [3] ir pasireiskia imuninio atsako nepakanka-
mumas [4], todél klinikinéje praktikoje svarbu laiku ir in-
formatyviai jvertinti fagocitine funkcijg, o tai galima atlikti
prieinamais laboratoriniais metodais.

Paprastai fagocitinés funkcijos tyrimas atliekamas in
vitro skaiCiuojant lgstelése esanciy opsonizuoty bakterijy
kiekj naudojant mikroskopa arba matuojant fluorochromais
zymeéty bakterijy fluorescencijos aktyvuma tékmés citome-
trijos metodu [5, 6]. Kadangi fagocitinés funkcijos tyrima
atliekant tékmés citometrijos metodu reikia specialios jran-
gos ir kompetentingy darbuotojy, tai pritaikius alternatyvius
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dazymo metodus ir jvertinus referentines ribas fluorescen-
ciné mikroskopija galéty tapti labiau prieinamu tyrimo me-
todu, kurio rezultatai baty patvirtinami tékmeés citometrijos
metodu. Fagocitiné funkcija kinta priklausomai nuo fizio-
loginiy ypatybiy - lyties ir amziaus [7, 8, 9], taciau fagoci-
tinio aktyvumo vertinimo jprastais laboratoriniais tyrimais
referentinés ribos néra numatytos atsizvelgiant j lyties ir
amziaus kriterijus. Todél $io tyrimo tikslas buvo jvertinti
monocity ir granulocity fagocitine funkcijg, analizuojama
automatizuotu tékmés citometrijos ir fluorescencinés mi-
kroskopijos metodais, bei gautus rezultatus palyginant pagal
amziaus grupes, atsizvelgiant j tiriamuyjy lytj.

TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

Tyrimas atliktas Lietuvos sveikatos moksly universi-
teto Imunologijos ir alergologijos klinikoje, gavus Kauno
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidima
Nr. BE-2-78. | tyrima jtraukti 85 pacientai, i§ ju 40 motery
ir 45 vyrai, kuriems buvo jtariamas fagocitinés funkcijos su-
trikimas, tadiau anksc¢iau nebuvo patvirtinta imunodeficito
diagnozé. Tiriamieji, remiantis literattiros duomenimis ir
atsizvelgiant j imuniniy lasteliy fiziologinius ypatumus, su-
sijusius su amziumi [10, 11, 12], buvo suskirstyti j dvi gru-
pes: I grupe sudaré < 18 mety, II grupe - > 18 mety amziaus
tiriamieji. Pacienty kraujo éminiai numatytiems fagocity
funkcinio jvertinimo tyrimams buvo renkami standartiné-
mis salygomis i§ periferinés venos punkcijos biidu j vakuu-
minius kraujo surinkimo mégintuvélius be skiriamojo gelio,
su sausu antikoaguliantu li¢io heparinu (VACUETTE®, JAV).

Fagocitozés aktyvumas vertintas tékmés citometrijos bei
fluorescencinés mikroskopijos metodais. Fagocitozés akty-
vumo kiekybiniam jvertinimui tékmés citometru FACSLyric
(Becton Dickinson, JAV) naudotas standartizuotas PHAGO-
TEST (Celonic Group, Vokietija) reagenty rinkinys. Kraujo meé-
giniai tyrimui ruosti remiantis gamintojo rekomendacijomis
[13]. Tyrimo metu j tiriamuosius kraujo méginius jdéta opso-
nizuoty Escherichia coli (E. coli) bakterijy, Zyméty fluoresceino
izotiocianatu (FITC). Po méginiy inkubacijos (37 °C) bakteri-
jomis jpilta $vytéjima slopinancio tirpalo, kuris slopina nefa-
gocituoty, tarplastelinéje ertméje esanciy bakterijy $vytéjima
ir neleidzia bakterijoms prisitvirtinti prie citoplazmos. Véliau
jpilta, plovimo tirpalo, kuris nefagocituotas bakterijas i$plauna
i$ méginio. Po plovimo etapy eritrocitai lizuoti 20 min. kam-
bario temperatiiroje tamsoje, jdéjus lizés buferio. Véliau mégi-
niai centrifuguoti 5 min. 250 x g grei¢iu 4 °C temperatiiroje bei
2 kartus plauti plovimo tirpalu. Fagocituojanciy lasteliy bran-
duoliai dazyti DNR dazu propidzio jodidu, kuris jungiasi tarp
baziy pory (1 dazo molekulé / 4-5 DNR baziy poros). Paruosti
meéginiai analizuoti tékmés citometru FACSLyric (Becton Dic-
kinson, JAV) ir mikroskopuoti fluorescenciniu mikroskopu
EUROStar III Plus ir EUROPattern (Euroimmun, Vokietija).

Monocity ir granulocity fagocitinis aktyvumas kiekybis-
kai nustatytas tékmes citometrijos metodu, vertinant E. coli
fagocitavusiy granulocity ir monocity procenting dalj bei gra-
nulocity ir monocity fagocitozés aktyvuma, apskaiciuojant
geometrinj §vytéjimo intensyvumo vidurkj, isreikstg santyki-
niais $viesos vienetais (RLU), kurie atitinka vidutinj 100-te
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lasteliy fagocituoty E. coli skai¢iy, nustatytg mikroskopijos
metodu. Gamintojo rekomenduojamos fagocituojanciy las-
teliy procentinés dalies referentinés ribos pateikiamos 1 len-
teléje [14].

1 lentelé. Monocity ir granulocity kiekybinio fagocitozés
aktyvumo referentinés ribos [14]
Table 1. Reference limits of monocytes and granulocytes
quantitative phagocytic activity [14]

Lasteliy tipas Fagocituojanciy lasteliy dalis (proc.)
Granulocitai 95-99
Monocitai 65-95

Lasteliy rinkimui ir analizei naudota BD FACSuite v1.3
programiné jranga (Becton Dickinson, JAV). Analizatoriaus
nustatymai ir kompensaciniai lygiai optimizuoti BD FC ru-
tuliuky (angl. beads) méginiais (Becton Dickinson, JAV).

Mikroskopuojant fluorescenciniu mikroskopu pagal fa-
gocity branduoliy DNR $vytéjima identifikuota ir skaic¢iuota
100-tas E. coli bakterijas fagocitavusiy lasteliy, kurios jvar-
dytos kaip granulocitai (1 pav.).

FITC-E.coli
(zalios)

Granulocity

branduoliai (raudoni)

1 pav. Granulocity, fagocitavusiy bakterijas, vertinimas
fluorescencinés mikroskopijos metodu EuroStar III Plus
(A) ir EUROPattern (B) mikroskopais
Fig 1. Evaluation of granulocytes that have phagocytosed
bacteria by fluorescence microscopy using EuroStar III Plus
(A) and EUROPattern (B) microscopes

Kiekvienam méginiui apskai¢iuotas 100-te granulocity
fagocituoty E. coli bakterijy skaiciaus aritmetinis vidurkis
[6] bei apskaiciuotas fagocitozés aktyvumo vertinimo ko-
eficientas: viena fagocituota bakterija, rasta mikroskopijos
metodu, atitinka X $vytéjimo intensyvuma (RLU), nustatyta
tékmeés citometrijos metodu.

Statistiné analizé atlikta naudojant ,,SPSS 28,0 progra-
ma. Surinkti kiekybiniai duomenys yra pateikti kaip vidur-
kiai ir standartinés paklaidos (SE). RySio stiprumas tarp
dviejy skirtingy pozymiy tikrintas naudojant Pearsono ko-
reliacijos koeficienta

TYRIMO REZULTATAI

I tyrima traukti 85 pacientai pagal kriterijus, aprasy-
tus metody dalyje: I grupé — 56 tiriamieji, kuriy amziaus
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vidurkis 6,11 + 0,61 metai, IT grupé — 29 tiriamieji, kuriy am-
ziaus vidurkis 38,48 + 2,29 metai. I ir II grupése amziaus vi-
durkiai tarp vyry ir motery reik§mingai nesiskyré. Tiriamyjy
pasiskirstymas grupése pagal lytj ir amziy pateiktas 2 lenteléje.

2 lentelé. Tiriamyjy pasiskirstymas
grupése pagal Iytj ir amziy
Table 2. Distribution of subjects in groups
according to age and gender

Amziaus

grupés Vyrai

Moterys

I grupé, amzius,
vid. (+SE)
IT grupe, am-
Zius, vid. (+SE)

6,14 (0,77) (n = 36) 6,05 (1,00) (n = 20)

36,89 (4,76) (n=9) | 39,20 (2,61) (n = 20)

n - atvejy skaicius, SE - standartiné paklaida

Vertinant monocity fagocitinj aktyvuma tékmeés citome-
trijos metodu reik§mingi skirtumai tarp ly¢iy nustatyti abie-
jose grupése, suskirstytose pagal amziy: vyrams monocity
fagocitinis aktyvumas buvo didesnis nei moterims (2 pav.).
Vertinant granulocity fagocitinj aktyvuma tékmeés citome-
trijos ir mikroskopijos metodais, reikémingy skirtumy atsi-
zvelgiant j lytj ir amzZiy nenustatyta.

shaiir p=0022

B 0,029

|

I
IT grup€ (= 18 metu)

W vyrai
B Moterys

2.00

Fagocitavusin monocity dalis (proc.)
£
§

63.00

—
I grupé (< 18 mety)
Amziaus grupés

2 pav. Fagocitiskai aktyviy monocity dalies rezultaty,
gauty tékmes citometrijos metodu, palyginimas tarp vyry
ir motery, atsizvelgiant j amziy
Fig 2. The proportion of phagocytically active
monocytes between men and women according to age
by flow cytometry

Fagocitozés aktyvumo tyrimo rezultatai, gauti taikant
tékmeés citometrijos ir mikroskopijos metodus bei atsizvel-
giant  tiriamyjy lytj, pateikiami 3 lenteléje. Nustatyta, kad
tékmeés citometrijos metodu iSmatuota bakterijas fagocita-
vusiy monocity dalis vyry grupéje buvo didesné nei motery
grupéje, taciau granulocity fagocitinio aktyvumo rodikliai
$iose grupése reiksmingai nesiskyré. Vyry ir motery granu-
locity fagocitinis aktyvumas, vertinamas mikroskopijos me-
todu, reiksmingai nesiskyreé.
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3 lentelé. Fagocitozés aktyvumo tyrimy
(tékmeés citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos
metodais) duomenys atsizvelgiant j tiriamuyjy lytj
Table 3. Data of phagocytosis activity assays
(flow cytometry and fluorescence microscopy methods)
according to gender

Vyrai
N =45

Moterys

Fagocitozés aktyvumo
N =40 P

kiekybiniai parametrai

Tékmeés citometrijos metodu gauti rezultatai

E. coli fagocitavusiy

granulocity procentiné 98,69 (0,16) | 98,46 (0,25) | SN
dalis, proc., vid. (+SE)

Vldut.lms granuloc-{tq ' 6069.07 5651,10

fagocituoty bakterijy skai- (278,08) (261,93) SN
¢&us, RLU, vid. (+SE) i ’

E. coli fagocitavusiy

monocity procentiné dalis, | 95,53 (0,30) | 94,14 (0,42) | 0,008*

proc., vid. (+SE)

Vldut.lnls mOIlOCltH', ' 3276.73 2764.70
fagocituoty bakterijy skai- SN

¢ius, RLU, vid. (+SE) (195,45) (221,12)

Fluorescencinés mikroskopijos metodu gauti rezultatai

Vidutinis granulocity
fagocituoty E. coli bakterijy
skaicius, n, vid. (+SE)

7,23(0,27) |6,75(0,28) | SN

* — p < 0,05, SN - statistiskai nereik§minga, N - imtis, SE - standartiné
paklaida, RLU (angl. relative light units) - santykiniai §viesos vienetai

Vertinant fagocitozés aktyvumo tyrimy rezultaty, gauty té-
kmeés citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos metodais,
tarpusavio ry$j, nustatyta, kad fagocitinio aktyvumo rezultatai,
gauti dviem metodais, yra reik§mingai susije (v > 0,7, p < 0,05)
(3 pav.).

12000

100001

E

tuotas tekmés citometru, RLU

1Smaf

p<0,05
R? Linear = 0,726

FITC-E. coli fluorescencijos
intensyvumas fagocitavusiuose
granulocituose ir monocituose,

4‘00 GIEO S‘[IO 10‘00 WZYUD MIUO
FITC-E. coli skai€ius fagocitavusiuose
granulocituose, i$matuotas fluorescenciniu
mikroskopu, n

3 pav. Fagocitinio aktyvumo rezultaty, gauty tékmeés
citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos metodais,
tarpusavio rysys; RLU - santykiniai $viesos vienetai
Fig 3. Correlation of the results of phagocytic activity,
obtained by two methods; RLU - relative light units

Kiekvienam tiriamajam, kuriam jtariamas fagocitozes sutri-
kimas, skaiciuotas lasteliy fagocitinio aktyvumo rezultaty vidur-
kio santykis tarp tékmés citometrijos rezultato, rodancio vidu-
tinj granulocity fagocituoty bakterijy skai¢iy, ir mikroskopijos
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rezultato (santykis 5872,38 +193,88 / 7,05 +0,20) bei tarp tékmés
citometrijos rezultato, rodancio bendra monocity ir granuloci-
ty fagocituoty bakterijy skaiciy, ir mikroskopijos rezultato
(santykis 5609,64 £185,10 / 7,05 * 0,20). Abi apskaiciuotos
santykinés vertés tarpusavyje statistiSkai reik$mingai nesi-
skyré, bendrasfagocitozés aktyvumo vertinimo koeficientas—
794,67 £ 14,19 RLU.

REZULTATUY APTARIMAS
IR DISKUSIJA

Vertinant fagocity aktyvuma tékmés citometrijos ir fluo-
rescencinés mikroskopijos metodais asmenims, kuriems
jtariamas fagocity funkcijos sutrikimas, nustatyti monocity
aktyvumo ypatumai atsizvelgiant j tirlamuyjy lytj ir amziy.

Fagocitiniam aktyvumui jvertinti pasirinkti klinikinéje
praktikoje naudojami tékmés citometrijos ir fluorescencinés
mikroskopijos metodai, kuriy derinimas tarpusavyje suteikty
galimybe efektyviau diagnozuoti fagocitozés sutrikimus. Tuo
tikslu vertinome, ar fluorescencijos intensyvumas, iSmatuotas
tékmés citometru, atitinka fagocituoty bakterijy kiekj lastelé-
se, atliekant tyrimo analize fluorescenciniu mikroskopu.

Atlikus fagocitozés aktyvumo tyrimy analize gauti reiks-
mingi monocity fagocitinio aktyvumo skirtumai, atsizvel-
giant j tiriamyjy lytj ir amziy. Panasas rezultatai pateikiami
ir kity autoriy atliktuose tyrimuose [8, 15], i§ kuriy aiskéja,
kad vyresnio amziaus tiriamyjy monocity aktyvacija, uzde-
giminiy citokiny IL-1, IL-6 sekrecija, TNF bei mononuklea-
rams specifiniy fermenty sekrecija yra padidéjusi. Kity auto-
riy atliktame tyrime [7] nustatyta, kad neutrofily aktyvumas
vyresnio amziaus Zmonéms buvo sumazéjes dél chemotaksio,
superoksido anijony gamybos ir fermentinio aktyvumo dis-
funkcijos, susijusios su imuniniu senéjimu, o misy atliktame
tyrime pastebéta su amziumi susijusi neutrofily funkcijos po-
ky¢io tendencija. Be fagocitinés funkcijos savitumuy, susijusiy
su amziumi, yra Zinoma ir apie lytiniy hormony jtakg jgim-
to ir jgyto imuniteto pokyc¢iams. Neseniai atliktas tyrimas
[9] parodé, kad antigeno atpazinimo receptoriy, uzdegima
skatinanciy citokiny gamybos, monocity funkcijy, jskaitant
antigeno pateikima ir fagocitoze, didesnis aktyvumas yra ba-
dingesnis motery grupéje nei vyry, o misy atliktame tyrime
rezultatai buvo priesingi — didesnis monocity fagocitinis ak-
tyvumas biidingas vyrams. Siems radiniams patikslinti reike-
ty atlikti platesnius tyrimus su tikslinémis tiriamuyjy grupé-
mis. Siuo metu klinikinéje praktikoje monocity ir granulocity
kiekybinis fagocitozés aktyvumo vertinimas néra numatytas
atsizvelgiant j Siuos lyties ir amziaus kriterijus.

Literattiros duomenimis, vertinant monocity ir granulo—
city fagocitozés aktyvuma, klinikinéje praktikoje dazniau-
siai taikomi mikroskopiniai tyrimo metodai, o fagocitozés
aktyvumas iSreiSkiamas fagocituoty daleliy (bakterijy, rutu-
liuky (angl. beads), gryby lasteliy ir kt.) skai¢iumi [16, 17].
Musy tyrime fagocitinio aktyvumo rezultatai, gauti tékmés
citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos metodais,
buvo tiesiogiai ir reik$mingai susije, tai leidZia teigti, kad pu-
siau kiekybiniam fagocitozés aktyvumo tyrimui fluorescen-
cinés mikroskopijos metodu galéty bati pritaikytos tékmés
citometrijos arba alternatyvios priemonés.
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Mikroskopijos metodu monocity parametry vertés nebu-
vo jvertintos, nes skai¢iuota 100-tas bakterijas fagocitavusiy
lasteliy, o tékmeés citometrijos metodas leidzia atskirai jver-
tinti didelius kiekius monocity ir granulocity, ka atlikti mi-
kroskopuojant uzimty daug laiko. Fluorescencinés mikrosko-
pijos metodg numatyta naudoti kaip atrankinj, todél siekta
kuo mazesniy laiko sgnaudy, dél to lastelés negrupuotos j
granulocitus ir monocitus. Tokj pasirinkima lémé apskaic¢iuo-
tas fagocitinio aktyvumo rezultaty santykis tarp tékmeés cito-
metrijos rezultato, rodanéio bendrg granulocity ir monocity
fagocituoty bakterijy skaiciy, ir mikroskopijos rezultato — abu
santykiai statisti$kai reikémingai nesiskyré, todél mikrosko-
puojant nuspresta jvertinti tik polimorfonuklearus.

Misy tyrime atlikta fagocity funkcinio aktyvumo rezulta-
ty analizé tékmés citometrijos ir mikroskopijos metodais leido
numatyti optimaly granulocity fagocitinés funkcijos vertinimo
biuda fluorescencinés mikroskopijos metodu bei atskleidé po-
reikj perskaiciuoti referentines vertes tékmés citometrijos me-
todui, atsizvelgiant j jau minétus ypatumus. Remiantis mtsy
gautais rezultatais tiriant asmenis, kuriems jtariamas fagocitinés
funkcijos sutrikimas, bei atliekant platesnius sveiky asmeny
grupés tyrimus bty galima identifikuoti fagocitinio aktyvumo
jvertinimo referentines ribas, atsizvelgiant j lytj ir amziy. Tai su-
teikty galimybe diegti fluorescencinés mikroskopijos metoda i
Klinikine praktika, siekiant jj panaudoti kaip atrankinj ar alter-
natyvy nustatant fagocitinés funkcijos sutrikimus laboratorijo-
se, kurios negali atlikti tyrimy tékmés citometrijos metodu.

ISVADOS

Tékmeés citometrijos ir fluorescencinés mikroskopijos
metodai yra informatyvis tiriant fagocitinj aktyvumg. Fa-
gocitinj aktyvuma vertinant tékmés citometrijos metodu
identifikuoti monocity funkcinio aktyvumo ypatumai, susi-
je su tiriamuyjy lytimi ir amziumi: vyry monocity fagocitinis
aktyvumas buvo didesnis nei motery.
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ASSESSMENT OF PHAGOCYTIC
ACTIVITY OF MONOCYTES

AND GRANULOCYTES BY FLOW
CYTOMETRY AND FLUORESCENCE
MICROSCOPY METHODS:

A PILOT STUDY

Rebeka Zebrauskaité, Vilté Marija
Gintauskiené, Dovydas Bagdonas,
Brigita Gradauskiené

Background. Immunity ensures the body’s home-
ostasis, i.e. protects from everything that is genetical-
ly foreign to it — antigens. Phagocytes (monocytes and
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granulocytes) play a central role in innate immunity and
have also confirmed immune functions. In the case of
primary or secondary disorders of phagocytic functi-
ons, the failure of the immune response is manifested,
therefore, effective assessment of phagocytic function,
which can be performed by laboratory tests, is impor-
tant in clinical practice.

Methods. The results of activity of phagocytosis of
monocytes and granulocytes of 85 patients (45 men and
40 women, aged 8 months - 61 years), obtained by quan-
titative flow cytometry (PHAGOTEST™, Celonic Group,
Germany) and semi-quantitative fluorescence microsco-
py (number of fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled
E. coli per 100 phagocytosed granulocytes) were analyzed.
The principle of calculating the phagocytosis activity fac-
tor: one phagocytosed bacterium found by the microsco-
py method corresponds to the X fluorescence intensity
(RLU) determined by the flow cytometry method.

Results. The mean phagocytic activity of 85 subjects’
monocytes and granulocytes obtained by flow cytome-
try is 5609.64 + 185.10 RLU (relative light units) and
7.05 £ 0.20 phagocyted bacteria by fluorescence mi-
croscopy. Men, according to age, had a higher proportion
of phagocally active monocytes than women (p = 0.008).
The results of phagocytic activity, obtained by two me-
thods (flow cytometry and fluorescence microscopy) si-
gnificantly correlated (r > 0.7, p < 0.05). One phagocyted
bacterium found by microscopy corresponds to 797.92 +
14,31 RLU measured by a flow cytometer.

Conclusion. Flow cytometry and fluorescence mi-
croscopy methods are informative for assessment of
phagocytic activity. When assessing phagocytic activi-
ty by flow cytometry, the differences of the functional
activity of monocytes related to the sex and age of the
subjects were identified.

Keywords: immunodeficiency, phagocytosis, flow
cytometry, fluorescence microscopy.
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