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ZAMYSLANE POUZITIE

BUHLMANN Flow CAST® je in vitro diagnosticky test na
kvalitativne hodnotenie aktivacie bazofilov pri stimulacii
Specifickymi alergénmi. Test vyuziva prietokovu cytometriu
na stanovenie populécie bazofilov exprimujucich povrchovy
bunkovy marker CD63 vo vzorkach plnej krvi pacienta K-
EDTA. Flow CAST® je uréeny ako pomdcka pri diagnostike
alergickych poruch bezprostredného typu v spojeni s dalSimi
klinickymi a laboratérnymi nalezmi.

Len na laboratorne pouzitie.

PRINCIP SKUSKY

Flow CAST® je test aktivacie bazofilov zalozeny na
prietokovej cytometrii (ref. 1, 2). PIna krv pacientov sa
stimuluje Specifickymi alergénmi, ako aj stimulaénym pufrom
a stimula&nymi kontrolami, aby sa vyhodnotila degranulacia
bazofilov pacienta ex vivo. Vzorka sa farbi pomocou dvoch
fluorescencne znacenych monoklonalnych protilatok: jedna
na selekciu bazofilov (anti-CCR3-PE) a druh& na urcenie
stavu aktivacie bazofilov (anti-CD63-FITC) (ref. 3 - 6) CD63
je transmembranovy protein pritomny na intracelularnych
vezikulach a na povrchu buniek sa prezentuje az po
degranuldcii bazofilov (ref. 7).

Erytrocyty zo vzorky pacienta sa odstrania lyzujucou
reakciou. V zavislosti od protokolu sa bunky centrifuguja,
resuspenduju v premyvacom pufri a fixuju na neskorsSiu
analyzu prietokovou cytometriou alebo sa analyzuju priamo
po lyze. Bazofily sU z populacie leukocytov vyclenené ako
CCR3ros/SSClow. Aktivacny stav gatovanych bazofilov sa
urCuje podla ich expresie CD63 (aktivatny marker).
Pacienti, ktori nevyvolavaju alergické reakcie
sprostredkované IgE, tzv. non-respondéri, sa identifikuju na
z4klade vysledkov pozitivnych kontrol. Vysledok testu sa
uvadza ako pomer CD63 pozitivnych bazofilov ku vSetkym
bazofilom (% aktivacie CD63).

SKLADOVANIE A TRVANLIVOST CINIDIEL

Neotvorené ¢inidla

Uchovavaijte pri teplote 2-8 °C. Nepouzivajte €inidla po datume
exspiracie vytlatenom na Stitkoch.

Otvorené c¢inidla a rekonstituované cinidla

Stimulaény pufor

Stabilita pri -20 °C po€as 6 mesiacov. Ak
sa oCakava opakované pouzitie, vytvorte
alikvotnu Cast'.

Kontrola stimulacie

Stimulacia Kontrola fMLP

Lyzovacie €inidlo

Farbiace Cinidlo Stabilita pri 2-8 °C po€as 6 mesiacov.

Umyvaci pufor

Tabulka 2

DODANE CINIDLA A PRIPRAVA

POZADOVANE, ALE NEPOSKYTOVANE MATERIALY

e K-EDTA venepunkéné skumavky
e Odstredivka

e Jednorazové polypropylénové alebo polystyrénové
skumavky na prietokovu cytometriu bez obsahu pyrogénu

e Stojany na skumavky na prietokovi cytometriu na
stimulaciu

e Virovy mixér

e (Volitelné) mikrotitratné platne na stimulaciu buniek a
farbenie pre Standardny protokol

o (Volitelné) hiboké jamky na stimulaciu buniek, farbenie, lyzu
a ziskavanie udajov prietokovou cytometriou pre protokol
lyse-no-wash

e Presné pipety s jednorazovymi SpiCkami bez obsahu
pyrogeénu:
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL nastavitelna pipeta a
- Volitefné: nastavitelny davkovac 10-50 pL

e 50 mL valec na rekonstituciu stimulaéného pufru

e Sterilna, ultracistd a apyrogénna voda na rekonstituciu
stimulaéného pufru (pozri kapitolu Technické opatrenia)

e Vodny kupel (odporu¢a sa) alebo inkubator nastaveny
na 37 °C

e Destilovana alebo deionizovana voda, ako aj vhodné
laboratdérne sklo na riedenie lyzujuceho Cinidla

e vieCka alebo parafdlia na zakrytie skumaviek pocas
inkubacie

e DavkovaCe na lyzujuce Ccinidlo a premyvaci pufor s
vrchnakom flase

e Prietokovy cytometer vybaveny laserovym zdrojom s

vinovou dizkou 488 nm (modra), ako aj emisnymi filtrami na
detekciu PE a FITC

e Softvér pre prietokovu cytometricku analyzu (pozri kapitolu
Ziskavanie prietokovych cytometrickych udajov)

Cinidla Mnozstvo |Koéd Komentare
Stimulacny pufor 1 injekéna Rekonstituujte
s obsahom vapnika, liekovka |B-CCR-STB s 50 mL
heparinu a IL-3 lyofilizovana vody "
Kontrola stimulaci 1 injekéna Rekonstituujte
At FoeRI mAp ¢ | liekovka |B-CCR-STCON |s1,5mL
lyofilizovana B-CCR-STB
. < 1 injekéna Rekonstituujte
S cia ontrola | iokovka  |B-COR-FMLP [ 1,5mL
lyofilizovana B-CCR-STB
Farbiace ¢inidlo 1 injekéna Pripravené na
Zmes anti-CD63-FITC | liekovka |B-CCR-SR ogiitie
aanti-CCR3-PEmAb | 2,2mL P
1 injekéna Zriedte
)
Lyzovacie Cinidlo © | e 5a | B-COR-LYR 225mb
10x koncentrované 25 mL deionizovanej
vody
Umyvaci pufor 1 injek¢na . )
$0,1% liekovka |B-CCR-WB Pg'g;?t;’ee”e na
formaldehydom 100 mL P
Tabulka 1

" Pozadovanu kvalitu vody najdete v kapitole Technické opatrenia

2 N-formyl-metionyl-leucyl-fenylalanin

% Pocas skladovania pri teplote 2-8 °C sa mozu tvorit' krytaly, ktoré by sa
mali pred zriedenim rozpustit’ pri teplote 18-28 °C
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ALERGENY SA OBJEDNAVAJU SAMOSTATNE

Alergény validované pre Flow CAST® ponuka spolo¢nost
BUHLMANN samostatne. Objednavacie kody alergénov,
ako aj informacie o priprave alergénov najdete v brozurach
o alergénoch BUHLMANN na webovej stranke spolo&nosti
BUHLMANN:

www.buhlmannlabs.ch
Flow CAST®



Délezité: Flow CAST® bol testovany len v kombinécii s
CAST® Allergens , ktoré su k dispozicii v laboratériach
BUHLMANN AG. Za overenie pouZitia alergénov ziskanych
Z inych zdrojov zodpoveda vylu¢ne laboratérium.

OPATRENIA

Bezpecnostné opatrenia

e Stimulacny pufor (B-CCR-STB) tohto testu obsahuje zloZky
ludského pévodu. Napriek tomu, ze boli testované a zistené
negativne vysledky na povrchovy antigén HBV, protilatky
HCV a HIV1/2, s &inidlami by sa malo zaobchadzat, ako
keby mohli prenasat infekcie, a malo by sa s nimi
zaobchadzat' v sulade so spravnou laboratérnou praxou
(SLP) s pouzitim vhodnych bezpecénostnych opatreni.

e Zabrante kontaktu Cinidiel s pokozZkou, ofami alebo
sliznicami. Ak déjde ku kontaktu s €inidlami, okamzite ich
umyte velkym mnoZstvom vody.

e S Cinidlami a chemikaliami sa musi zaobchadzat’ ako s
nebezpeénym odpadom v sulade s vnutroStatnymi
smernicami alebo predpismi o] biologickom
nebezpecenstve.

Technické opatrenia

e Odporucéana kvalita vody pre Flow CAST®: Pouzitie
sterilnej, ultraistej a apyrogénnej vody na rekonstituciu
stimulaéného pufru (B-CCR-STB) je nevyhnutné na dobru
a reprodukovatelnu stimulaciu bazofilov. M6zu sa pouzit
tieto zdroje vody: voda na bunkové kultury, voda na infuziu
alebo deionizovand, dvakrat destilovana voda, ktora je
ultrafiltrovana v pravidelne dezinfikovanom 10 kDa ultrafiltri.

e Lyzovacie ¢inidlo (B-CCR-LYR) sa mdze rekonstituovat' s
deionizovanou, dvakrat destilovanou vodou alebo vodou
rovnakej kvality, akad sa pouzZiva na rekonstituciu
stimulacného pufra.

e Zabrérite kontaminacii alergénom pocas stimulacie buniek:
Aeroalergény v laboratériu mézu kontaminovat’ otvorené
vzorky krvi a bunkové suspenzie a spésobit zvySené
pozadie. Vzorky krvi a skumavky na stimulaciu buniek
musia byt starostlivo zakryté vieCkami alebo paraféliou. V
laboratdriu, kde sa vykonava stimulacia buniek, sa
vyhybajte rozto€om domaceho prachu, opelujucim sa
rastlinam, latexovym rukaviciam alebo vybaveniu
potencialne obsahujucemu latex, ako aj otvorenym oknam.
Odporuca sa vykonavat kroky pripravy buniek a stimulacie
v digestore s laminarnym prudenim.

e V porovnani s inkubatorom sa odporu¢a vodny kupel z
dévodu efektivnejSieho prenosu tepla. Ak pouzivate
inkubator, overte, Ci je teplota 37 °C. NiZSia alebo vy3ssSia
teplota moze ovplyvnit vysledky.

e Vo vSeobecnosti sa ofakava nizka udroven aktivacie
bazofilov pri liekovych alergénoch. Preto je velmi dblezité,
aby sa poCas stimulacie dosiahli optimalne podmienky
vratane teploty. V pripade liekovych alergénov sa odporuca
pouzivat jednotlivé skimavky namiesto hibokych jamiek.

e Komponenty sa nesmu pouzivat po datume exspiracie
vytlaenom na Stitkoch.

e Nemiedajte rozne davky Cinidiel.
e Zabrarite kontaminacii Cinidiel.
Postup testovania

o Vytemperujte lyzujuce Ccinidlo na
(18-28 °C).

izbovu teplotu
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e Pred vykonanim testu si pozorne precitajte pokyny. Ak
sa reagencie nespravne riedia, manipuluje sa s nimi
alebo sa skladuju za inych podmienok, ako su uvedené
v tomto navode na pouZitie, bude to mat’ nepriaznivy
vplyv na vykon testu.

e Vzorky, s ktorymi sa nespravne manipuluje, mdzu
spOsobit nepresné vysledky.

e Pripravky overte okom, aby ste posudili u¢innost’ lyzy.
Erytrocyty mézu byt nedplne lyzované a na bodovom
grafe difrakcie svetla sa moézu objavit na rovnakom
mieste ako leukocyty.

o Predizeny &as lyzy moze viest k strate buniek. Uistite sa, Zze
mate k dispozicii aspon 300 bazofilov na ziskanie udajov.
Odporu¢ame, aby sa akvizicia vzoriek spracovanych
protokolom lyse-no-wash vykonala do jednej hodiny.

e Prietokova cytometria méze poskytnut' faloSné vysledky,
ak: cytometer nie je spravne nastaveny, emisia
fluorescencie nebola vhodne kompenzovana, oblasti brany
neboli starostlivo umiestnené.

ZBER A SKLADOVANIE VZORIEK

Odporu¢a sa, aby sa pacienti najmenej 24 hodin pred
odberom Kkrvi vyhybali systémovo podavanym
antialergickym liekom, ako su kortikosteroidy, kyselina
chromoglykovéa (DSCG).

Odoberte krv do venepunkénych skumaviek K-EDTA
naplnenim skumaviek po znacku vyhradeného objemu.
Skumavky musia byt naplnené aspoi do polovice. Jeden
(1) mL pInej krvi staci priblizne na 18 skimaviek.

Vzorky krvi neodstred’ujte ani nemrazte.

PIna krv

Vzorky plnej krvi skladované pri teplote 2-8 °C by sa mali
spracovat do 48 hodin od odberu.

Na stanovenie alergickych poruch na lieky sa odporuca
spracovat vzorky okamzite a najneskor do 24 hodin po
odbere vzorky.

Vzorky plnej krvi sa mézu uchovavat’ aj pri izbovej teplote
(teplota do 28 °C). Musia sa vSak spracovat do 24 hodin od
odberu pomocou Standardného protokolu alebo v deh
odberu pomocou protokolu lyse-no-wash.

Spracované vzorky

Bunky spracované podla Standardného protokolu su
fixované. Fixované bunky sa moOzu skladovat pri teplote
2-8 °C po dobu 5 dni chranené pred svetlom pre nasledné
ziskavanie udajov prietokovou cytometriou.

POSTUP ANALYZY
1. Niekolkokrat prevratenim venepunkénej
premieSajte vzorku krvi s antikoagulantom.

2. Pripravte si Cerstvé Standardné polypropylénové alebo
polystyrénové skumavky na prietokovu cytometriu, ktoré
neobsahuju pyrogén.

3. Pre kazdého pacienta oznalte skumavky napr. takto:
PB = pozadie pacienta
PC1 = kontrola stimulacie s anti-FceRI Ab
PC2 = kontrola stimulacie s fMLP
A1-1 pre alergén 1 s riedenim 1
A1-2 pre alergén 1 s riedenim 2 atd'.

skumavky

Flow CAST®



50 pL stimulu
100 uL STB
50 L krvi

20 uL SR

Pacient A Pacient B

Stimulacia a farbenie

4. Do kazdej skumavky pridajte 50 pL prisludného stimulu:

PB skumavka: 50 pL stimulaéného pufru (pozadie
pacienta)

Skumavka PC1:
anti-FceRl mAb

Skumavka PC2: 50 uL stimulaénej kontroly fMLP
Skumavka Ax-y: 50 pL alergénu

5. Do kazdej skumavky pridajte 100 pL stimulaéného pufru
(STB).

6. Do kazdej skumavky pridajte 50 yL plnej krvi pacienta.
Uistite sa, Ze bo&né a horné Casti skimavky su bez krvi.

7. Jemne premieSajte.

8. Do kazdej skumavky pridajte 20 pL farbiaceho €inidla
(SR).

9. Jemne premieSajte, zakryte skumavky a inkubujte 15
minut pri 37 °C vo vodnom kupeli.

Poznamka: Ak sa namiesto \{odného kupefa pouzije
inkubator, Cas inkubacie sa predizi na 25 minut z dévodu
menej u¢inného prenosu tepla.

50 pL stimulaénej kontroly

Lyzovanie

Poznamka: Lyzovacie €inidlo sa musi vyrovnat na izbovu

teplotu (18-28 °C).

Standardny protokol: Lyzovanie a premyvanie

10. Do kazdej skumavky pridajte 2 mL lyzovacieho Cinidla
(18-28 °C) a jemne premieSajte.

11. Inkubujte 5-10 minut pri teplote 18-28 °C.

12. Odstredujte skiimavky 5 minut pri 500 x g.

13. Supernatant dekantujte pomocou blotovacieho papiera.

14. Resuspendujte bunkovy pelet s 300 yL premyvacieho
pufra (fixacny prostriedok je sucastou premyvacieho
pufra).

Poznamka: Mnozstvo premyvacieho pufru sa mobze

prispdsobit’ konkréthemu pouzitému pristroju prietokového

cytometra podla mftveho objemu a hustoty buniek

kompatibilnych so zariadenim.

15. Jemne vir.

Bud’ 16a.ziskajte vzorky na prietokovom cytometri.

Alebo 16b.ak sa vzorky neziskaju okamzite, nechajte ich

inkubovat' 30 minut pri RT a chrarte ich pred svetlom

(fixacia). Vzorky skladujte uzavreté a chranené pred svetlom

pri teplote 2-8 °C aZz do merania. Fixované bunky sa m6zu
skladovat' pri 2-8 °C poCas 5 dni na nasledné ziskanie
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prietokovou cytometriou. Pred ziskanim

skumavkach jemne premiesajte.

vzorky v

Poznamka: Ulozené fixné vzorky mozno kedykolvek ziskat
bez akejkolvek predbeznej tpravy. Cas skladovania najdete
v Casti "Zber a skladovanie vzoriek". Po dlh§om skladovani
mozno pozorovat mierny pokles intenzity fluorescencie a
niz8iu vytaznost bazofilov = 80 %.

Alternativny protokol: Protokol Lyse-no-wash

Nova generécia vysoko vykonnych prietokovych cytometrov
dokaZze analyzovat lyzované, neumyté vzorky. Tento postup
sa musi prispésobit pouzitému pristroju prietokového
cytometra a mdze si vyzadovat optimalizaciu. NizSie
uvedeny protokol je =zaloZzeny na udajoch ziskanych
pomocou prietokového cytometra Attune NxT (Thermo
Fisher).

10.Vykonajte kroky postupu analyzy 1 az 9 (vy$Sie) a potom
pokracujte krokom 10. Do kazdej skumavky pridajte 1,5
+ 0,5 mL ekvilibrovaného (18-28 °C) lyzovacieho ¢inidla,
jemne premieSajte (objem sa musi optimalizovat v
zavislosti od moznosti rychlosti ziskavania udajov
pouzitého prietokového cytometra).

11.Ziskajte vzorky pomocou vysoko vykonného zariadenia
vhodného pre prietokovy cytometer pri vysokej rychlosti
ziskavania, aby sa ¢as analyzy minimalizoval.

Poznamka: Vzorky by sa mali analyzovat do 24 hodin od
prijatia vzorky. Pozrite si €ast' "Zber a skladovanie vzoriek".

ZISKAVANIE PRIETOKOVYCH CYTOMETRICKYCH
UDAJOV

Prietokovu cytometriu mozno vykonat na akomkolvek
prietokovom cytometri pracujucom s argénovou laserovou
diédou 488 nm (modro-zelené excitané svetlo).

Prietokovy cytometer musi byt vybaveny na detekciu

priameho rozptylu (FSC), bo¢ného rozptylu (SSC) a dvoch

fluorochromovych kanalov FITC a PE.

Skontrolujte, &i je prietokovy cytometer spravne nastaveny a

¢i je nastavena kompenzacia farieb.

Na vhodné ziskanie a charakterizaciu pokojnych a

aktivovanych bazofilov vytvorte nasledujuci bodovy graf :

1. Vytvorte bodovy graf 1 ako Forward Scatter vs Side
Scatter, aby ste ziskali celu populaciu leukocytov, ako je
znazornené na obrazku 1. Poc€as ziskavania vzoriek sa
uistite, ze populacia leukocytov je na bodovom grafe
FSC/SSC rozdelena na tri samostatné populacie
(lymfocyty, monocyty a granulocyty). Upravte zosilnenie
(zisk) signalov FSC a SSC tak, aby ste ziskali rozdelenie
podla obrazku 1. Pokyny najdete v priruckach k
produktom prietokového cytometra.

2. Vytvorte bodovy graf 2, ako CCR3-PE vs Side Scatter,
ako je znazornené na obrazku 2. Nastavte branu (napr.
bazofily) zahffiajucu celd populaciu bazofilov ako
CCR3ros g SSClow, ako je znazornené s obdiznikovou
branou na obrazku 2. Eozinofily, ktoré su tiez CCR3pes,
sa musia vylucit na zaklade vysokého SSC.

3. Vytvorte bodovy graf 3, ako CD63-FITC vs CCR3-PE,
zobrazujuci iba bazofily s brani¢kami, ako je znazornené
na obrazku 3. Pouzite nestimulované, pokojné bazofily
zo skumavky s pozadim pacienta (PB) na nastavenie
kvadrantovej brany vratane CD63 negativnych
bazofilnych buniek v pravom dolnom kvadrante
(CD63mes CCR3ros/SSClow), ako je znazornené na
Obrazok 3. Vysledkom aktivacie bazofilov stimulaciou

Flow CAST®



pozitivnymi kontrolami a Specifickymi alergénmi bude
populacia CD63 pozitivnych bazofilov
(CD63ros/CCR3rPos/SSCo%) identifikovana v pravom
hornom kvadrante, ako je znazornené na obrazku 4 s
prikladom stimulacie pozitivhou kontrolou (STCON).

Od¢itanie testu sa uvadza ako pomer CD63 pozitivnych
bazofilov ku vSetkym bazofilom (% aktivacie CD63), ako je
identifikované v Stvorcovej brane bodového grafu 3 pre
ktorukolvek zo stimulacnych skimaviek.

All Events - PB
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Obrazok 1: Tri diskrétne populacie (lymfocyty, monocyty a granulocyty) na
bodovom grafe FSC/SSC.

Ziskajte 500 alebo viac bazofilnych buniek pre v3etky
stimulaéné skumavky (rozdelené podla bodového grafu 2,
obrazok 2 nizSie). Ak sa ziska menej ako 300 bazofilnych
buniek (napr. v pripade bazopénie), vysledky testu nemozno
vyhodnotit.

ANALYZA UDAJOV

Ziskané udaje sa analyzuju pomocou prisludného softvéru
na analyzu prietokovej cytometrie. Nastavte podobné
bodové grafy a brany ako pri akvizicii.

Brany, ktoré identifikuju bazofily v bodovom diagrame 2,
mdbzu byt nezavisle prispdsobené v ktorejkolvek z réznych
stimulacii pre tu istu vzorku pacienta.

Na spravne vyhodnotenie a Standardizaciu vysledkov sa pre
kazdého jednotlivého pacienta definuje nastavenie pozadia
pomocou stimulacie pozadia pacienta (PB). Kvadrantova
brana nastavena na bodovom grafe 3 musi byt definovana
nastavena na PB. Na Standardizaciu analyzy sa brana
nastavi na hodnotu medzi 2 a 2,5 % aktivovanych bazofilov
vo vzorke PB kazdého pacienta (pozri obrazok 3).

Tato brana sa musi pouZzit na vSetky nasledné stimulacie
tych istych pacientov (PC1, PC2 a v8etky merané alergény),
aby sa vypocitalo percento CD63 pozitivnych buniek v
kazdej stimulacii (pozri obrazok 4).
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All Events - PB
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Obrazok 2: Vyber bazofilnych buniek CCR3s / SSC*%
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Uzavreta Pocet (n=) %
oblast’
Celkom 125'864 100,0
Bazofily 591 0,47
Q2 (CD63 po) 13 2,2
Q4 (CD63 ne9) 578 97,8

Obrazok 3: Pozadie pacienta (PB) len s STB
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Q4 (CD63 ne9) 23 4,5

Obrazok 4: Ovladanie stimulacie (STCON)

KONTROLA KVALITY

Na ziskanie platného vysledku by mali byt spinené tieto
kritéria a opatrenia na kontrolu kvality:
Populacie leukocytov: V grafe FSC/SSC by sa mali typicky
objavit tri odliSné populacie leukocytov: lymfocyty, monocyty
a granulocyty (pozri obrazok 1). Ich vyskyt mozno povazovat
za kritérium kvality vzorky krvi (€asovy ramec medzi
odberom vzorky a vykonanim testu, podmienky
skladovania). Vysledky testu nemozno vyhodnotit, ak sa
ziska menej ako 300 bazofilov.
Stimulaéné (pozitivne) kontroly anti-FceRl mAb a fMLP:
Anti-FceRI  mAb napodobriuje premostenie receptora
spbsobené alergénom in vivo. fMLP je tripeptid spdsobujuci
aktivaciu bazofilov neimunologickym spdsobom.
e Ak kontrola Anti-FceRlI mAb vykazuje hodnotu = 10 %
aktivovanych bazofilov, vzorky sa mézu vyhodnotit.

¢ Ak iba kontrola fMLP vykazuje signal = 10 %, ale Anti-FceRlI
mAb nie, test bol vykonany spravne, ale vysledky testu
nemozno vyhodnotit. Pacient sa povazuje za IgE non-
respondera.

e Ak Anti-FceRl mAb aj fMLP vykazuju hodnoty < 10 %
aktivovanych bazofilov, ide pravdepodobne o technicku
chybu. Vysledok testu by sa mal povazovat za neplatny a
test by sa mal zopakovat.

OBMEDZENIA

o Vysledky testu Flow CAST® by sa mali interpretovat’ v
spojeni s ostatnymi klinickymi a laboratérnymi nalezmi.

¢ Na urCenie alergickych poruch suvisiacich s liekmi by sa
testovanie BAT malo vykonat do 6 mesiacov od
alergickej reakcie (ref. 8).

e Pred vykonanim testovania BAT sa uistite, Ze po
alergickej reakcii uplynuli aspon jeden az dva tyzdne
(ref. 8).

¢ Negativne vysledky ziskané na alergény liekov by sa
nemali pouzivat na vylu€enie alergie.

e Ocakava sa, ze 5 az 10 % pacientov nebude reagovat
na IgE. U tychto pacientov nebude pozorovana up-
regulacia expresie CD63 a pozitivhy vysledok. Non-
responderov mozno identifikovat pomocou stimulaénych
kontrol, ktoré sa poskytuju s testom Flow CAST® (ref. 9).

¢ Nedostato¢ne naplnené skumavky K-EDTA (naplnené
menej ako do polovice) mdzu viest k faloSne negativnym
vysledkom.

e U pacientov lieGenych omalizumabom (XOLAIR®) sa
oCakava interferencia s vysledkami testu Flow CAST®
(ref. 10).

e Systémovo podavanym antialergickym liekom, ako su
kortikosteroidy, kyselina chromoglykova (DSCG), sa
treba vyhnut najmenej 24 hodin pred odberom krvi.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

Kategodrie vysledkov Flow CAST® su tieto:

Vysledok Vyklad
< cut-off negativne
> hrani¢na hodnota pre jedno alebo -

h . . pozitivhe
obe zriedenia alergénu.

Tabulka 3

STANDARDIZACIA

Flow CAST® zistuje populaciu bazofilov exprimujlcich
povrchovy marker CD63 ako % z celkového poctu bazofilov.
Pre tento analyt neexistuju Ziadne medzinarodne alebo
narodne uznavané referenéné materialy alebo referencné
postupy merania.

Reprodukovatelnost' jednotlivych Sarzi je zaru€ena titraciou
konjugatov monoklonalnych protilatok anti-CD63-FITC a
anti-CCR3-PE proti kalibraCnym guf6&kam. Odhad odchylky
medzi jednotlivymi Sarzami najdete vo vysledkoch
reprodukovatelnosti v ¢asti "Vykonnostné charakteristiky".
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CUT-OFF A REFERENCNY INTERVAL

Bola stanovena technickd hranica 5 % aktivovanych
bazofilov, pricom vysledky = 5 % CD63P° naznacuju
aktivaciu bazofilov.

Pre kazdy alergén sa lepSia Specifickost’ dosiahne pouzitim
hrani¢nych hodnét Specifickych pre alergén, ako je uvedené
v broZurach o alergénoch BUHLMANN.

Referencné intervaly boli stanovené podla CLSI C28-A3.
Stodvadsat’ (120) vzoriek krvi z centra pre darcovstvo krvi
bolo stimulovanych stimulaénym pufrom alebo Anti-FceRI
mAb a testovanych podfa Standardnych protokolov a
protokolov lyse-no-wash. Testovanie vykonali v priebehu 26
dni traja operatori s dvoma $arzami reagencii Flow CAST®.

Kontrola |Test Referencny interval (90% Cl) [% CD63P°%]

Protokol 2,5 percentilu 97,5 percentilu
Stimulagny |Standard 0,8(0,5-1,2) 4,6 (4,1-6,4)
pufr lyse-no-wash |0,9 (0,6 - 1,0) 4,2(3,9-5,3)
Anti-FceRl  |$tandard 18,0 (11,5 - 26,0) (97,7 (96,0 - 98,5)
mAb lyse-no-wash [13,2 (11,4 -21,2) |96,4 (94,3 - 97,3)
Tabulka 4
Flow CAST®



KLINICKY VYKON

Klinickd vykonnost systému Flow CAST® sa hodnotila v
systematickom prehlade vedeckej literatury. Do analyzy
bolo  zahrnutych  jedenast recenzovanych  Studii
identifikovanych v systematickej reSerSi literatury
pokryvajucej obdobie do novembra 2019, jedna Studia o
jedoch hmyzu, ktora nebola identifikovana v pdvodne;j
reSerSi, a dve Studie o alergénoch araSidov publikované po
roku 2019. V studiach sa skumala schopnost systému Flow
CAST® rozlisit osoby s alergickymi poruchami od
nealergickych oséb. Alergické poruchy u alergického
subjektu boli potvrdené bud a) klinickou anamnézou
pacienta, b) oralnou potravinovou vyzvou (OFC) alebo
provokatnym testom, «c¢) klinickou anamnézou a
laboratérnym testom (kozny prick - SPT, sIgE) alebo d)
klinickou anamnézou a OFC/ provokaénym testom. Studie,
ktoré pouzivali sIlgE alebo SPT ako jedinu klinicku
referenciu, boli vyli¢ené. Vysledky su zhrnuté v tabulke 5.

Reprodukovatelnost’: <25% CV pre stimul

Reprodukovatelnost  bola stanovena na  zaklade
usmernenia CLSI EP05-A3 a normy 1SO 15197:2013. Styri
vzorky krvi darcov boli stimulované stimulaénym pufrom
alebo stimulaénou kontrolou anti-FceRI mAb. Vzorky sa
testovali na dvoch laboratérnych pracoviskach podla
Standardného protokolu. Pouzil sa plan Stuadie 3
pristroje/Sarze x 2 operatori x 1 defi x 5 opakovani. Replikat
zodpoveda nezavislej stimulatnej reakcii a Uplnému

postupu analyzy. Vysledky pre stimulaénd kontrolu
anti-FceRIl mAb su zhrnuté v tabulke 7.
L Medzi
Vramci|  Medzi parcelami/

Priemer behu | operatormi pristrojmi Spolu
Darca|[%CD63]| n [%CV] [%CV] [%CV] [%CV]

A 91,6 30 1,4% 2,1% 1,9% 3,2%

B 87,6 30 1,7% 1,2% 3,3% 3,9%

c 91,9 30 0,8% 0,9% 2,1% 2,5%

D 96,5 30 0,5% 0,0% 0,8% 0,9%
Tabulka 7

Skupina N Citlivost’ Alergické |Specifickost’ |Kontrolné
Allergen stadie median subjekty |median subjekty
Group (rozsah) (spolu) (rozsah) (spolu)
Potraviny 92% 93%
Inhalanty [° |@1-100%) |°)] 80-100%)  |%4°
Jedy 87% 96%
hmyzu |2 |(73-89%) |° ©5-97%) |9

55% 91%
Drogy |7 lo.egw)  |%%7 (79-100%) |67

Tabulka 5

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Presnost’ v ramci laboratéria: <25% CV pre stimul

Opakovatelnost (v ramci série) a presnost v ramci
laboratéria boli stanovené na z&klade usmernenia CLSI
EP05-A3 a normy ISO 15197:2013. Styri vzorky krvi darcov

INTERFERUJUCE LATKY

Citlivost testu Flow CAST® na lie¢iva, abnormalne krvné
podmienky a pridavok vzorky K-EDTA sa posudzovala
podla usmernenia CLSI EPO07-A2. Za interferenciu sa
povazovalo skreslenie vysledkov presahujuce 20 % pre
stimulacnu kontrolu anti-FceRI mAb a 20 % CDG63pos
(absolutne) pre stimulaéna kontrolu fMLP. Pri uvedenych
koncentraciach sa nezistili Ziadne interferencie s latkami
uvedenymi v tabulke 8 v uvedenych koncentraciach.
Interferencia bola zistena s K-EDTA pri dvojnasobnej
koncentracii K-EDTA vo venepunkénej skimavke u jedného
darcu.

IAktivna zlozka [Testovana koncentracia [pug/mL]

boli stimulované stimulanym pufrom alebo stimulacnou Fexofenadin hydrochlorid 1,6
kontrolou anti-FceRIl mAb. Pre Standardny postup sa pouZil Cetirizin dihydrochlorid 4,35
dizajn Studie 2 operétori x 4 dni x 1 beh x 4 replikaty. Pre Hydroxyzin dihydrochlorid 0,27
postup lyse-no-wash sa pouZzil plan Studie 2 operatori x Ketotifen 0,6
1 def x 4 série x 4 opakovania. Opakovanie zodpoveda Montelukast 3.84
nezavislej stimulacnej reakcii a Uplnému postupu analyzy. Prednizon 12
Vysledky pre stimulacnu kontrolu anti-FceRlI mAb su zhrnuté N-acetyl-L-tryptofan 30
v tabulke 6. y . — 50000
riglycerid (Intralipid)
V ramci | Medzidenné (A) Konjugovany bilirubin 400
Protokol Priemer behu | Medzipristatie (B)| spolu Nekonjugovany bilirubin 400
oteste |Darca |[%CD63] | n | [%CV] [%CV] [%CV] Hemolyza 56’100
A 347 |32 88% 0,0% 15,9% Tabulka 8
standard| B 90,3 |32 1,3% 2,0% 3,6%
(A) c 82,4 |32 1,8% 0,0% 5,1%
D 91,4 |32 1,1% 4,5% 5,0%
E 895 |32 1,5% 1,1% 1,9%
lyse-no- | ¢ 740 | 32| 2,7% 3,5% 6,0%
oy [ o | ez |s2| 2% 12,5% 15,5%
H 739 |32 33% 2,9% 5.2%
Tabulka 6
Datum vydania: 2023-06-21 8/12 Flow CAST®
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KRATKE PROTOKOLY

STANDARDNY PROTOKOL: LYZOVANIE A PREMYVANIE

Flow CAST®

Oznacené skumavky

!

50 pL stimulaéného pufru, kontrola alebo alergén

pridajte 100 uL stimulaéného pufru
pridajte 50 pL pacientovej pinej krvi

S
S

A 4

pridajte 20 uL farbiaceho ¢&inidla

\ 4
pridajte 2 mL (18-28 °C) lyzovacieho ¢inidla

S
' S

pridajte 300 uL premyvacieho pufru*

v
Pokracujte v analyze prietokovou cytometriou

Jjemne premiesajte

Jjemne premieSajte a inkubujte 15 minut pri
37 °C (vodny kupel)

inkubujte 5-10 minut pri teplote 18-28 °C

odstredujte 5 minat pri 500 x g a
dekantujte alebo odsajte supernatant

vir jemne

CAS NA ZISKANIE ~ 30 MIN / CAS NA DOSIAHNUTIE VYSLEDKU: ~ 1 HODINA

* Poznamka: V zavislosti od pouzitého pristroja prietokového cytometra by sa malo mnozstvo premyvacieho pufru prispdsobit mitvemu objemu a hustote

buniek kompatibilnej s pristrojom.

ALTERNATIVNY PROTOKOL: PROTOKOL LYSE-NO-WASH

Datum vydania: 2023-06-21

Flow CAST®

Oznacené skumavky

50 pL stimulaéného pufru, kontrola alebo alergén

pridajte 100 uL stimulaéného pufru
pridajte 50 pL pacientovej pinej krvi

S
S

A 4

pridajte 20 pL farbiaceho cinidla

\ 4
pridajte 1,5 * 0,5 mL (18-28 °C)
lyzovacieho cinidla

A 4
Pokracujte v analyze prietokovou cytometriou

Jjemne premiesajte

Jjemne premieSajte a inkubujte 15 minat pri
37 °C (vodny kupel)

CAS DO ZiSKANIA ~ 20 MIN/ CAS DO DOSIAHNUTIA VYSLEDKU: ~ 1 HODINA
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ZOZNAM ZMIEN

Datum Verzia Zmena
Preformulovanie kapitoly Analyza tdajov a Klinicky vykon

2023-06-21 A2 Pridanie €isla notifikovaného organu k znacke CE - postup posudzovania zhody podla
IVDR 2017/746

HLASENIE INCIDENTOV V CLENSKYCH STATOCH EU

Ak sa v suvislosti s touto poméckou vyskytne akykolvek zadvazny incident, bezodkladne to nahlaste vyrobcovi a prislusnému
organu vasho ¢lenského Statu.

POSKODENIE PRI PREPRAVE

Ak ste tento vyrobok dostali poSkodeny, oznamte to svojmu distributorovi.

Datum vydania: 2023-06-21 11/12 Flow CAST®



SYMBOLY

Spolo¢nost BUHLMANN pouzZiva symboly a zna¢ky uvedené a opisané v norme ISO 15223-1. Okrem toho sa pouZivaju
nasledujuce symboly a znacky:

Symbol Vysvetlenie
BUF | STIM Stimula¢ny pufor

I[CONTROL| STIM|

Kontrola stimulacie

IKONTROLA| FMLP]

Stimulacia Kontrola fMLP

REAG| STAIN Farbiace Cinidlo
REAG|LYS Lyzovacie €inidlo
BUF [ WASH Umyvaci pufor

Datum vydania: 2023-06-21
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