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URCENE POUZITi

BUHLMANN Flow CAST® je in vitro diagnosticky test pro
kvalitativni hodnoceni aktivace bazofill pfi stimulaci
specifickymi alergeny. Test vyuziva prutokovou cytometrii
ke stanoveni populace bazofilii exprimujicich povrchovy
bunéény marker CD63 ve vzorcich plné krve pacienta K-
EDTA. Flow CAST® je urcen jako pomlcka pro diagnostiku
alergickych poruch bezprostiedniho typu ve spojeni s
dal$imi klinickymi a laboratornimi nalezy.

Pouze pro laboratorni ucely.

PRINCIP TESTU

Flow CAST® je test aktivace bazofilli zalozeny na prdtokové
cytometrii (viz 1, 2). PIna krev pacientl je stimulovana
specifickymi alergeny, stejné jako stimulaéni pufr a
stimulacni kontroly, aby bylo mozné vyhodnotit degranulaci
bazofilu pacienta ex vivo. Vzorek se barvi pomoci dvou
fluorescencéné znacenych monoklonalnich protilatek: jedna
pro selekci bazofili (anti-CCR3-PE) a druh& pro stanoveni
stavu aktivace bazofili (anti-CD63-FITC) (viz 3-6). CD63 je
transmembranovy protein pfitomny na intracelularnich
vezikulach a na povrchu bunék se prezentuje az po
degranulaci bazofill (viz 7).

Erytrocyty ze vzorku pacienta se odstrani lyzujici reakci. V
zavislosti na protokolu se bunky odstfedi, resuspenduji v
promyvacim pufru a fixuji pro pozdéjsi analyzu prdtokovou
cytometrii nebo se analyzuji pfimo po lyze. Bazofily jsou z
populaci leukocytll vyclenény jako CCR3ros [SSClow,
Aktivaéni stav gatovanych bazofilll se uréuje podle jejich
exprese CD63 (aktivacni marker). Pacienti, ktefi nemaji
alergické reakce zprostfedkovanym IgE, tzv. non-
respondéfi, jsou identifikovani na zakladé vysledku
pozitivnich kontrol. Vysledek testu se udava jako pomér
CD63 pozitivnich bazofild ke vSem bazofilim (% aktivace
CD63).

SKLADOVANI A ZIVOTNOST REAGENCII

Neoteviena reagencie

Skladovat pfi teploté 2-8 °C. Nepouzivat proexpirované reagencie.

Otevrena Cinidla a rekonstituovana cinidla

Stimulaéni pufr
Stabilita pfi -20 °C po dobu 6 mésicu.
Pokud se o¢ekava opakované pouziti,
alikvotujte.

Stimulaéni kontrola

Stimulaéni kontrola fMLP

Lyzovaci €inidlo

Barvici ¢inidlo Stabilita pfi 2-8 °C po dobu 6 mésicu.

Promyvaci pufr

Tabulka 2

DODANA REAGENCIE A PRIPRAVA

POZADOVANE MATERIALY NEDODAVANE SE
SOUPRAVOU

e Venepunkéni zkumavky K-EDTA

e Odstfedivka

e Jednordzové polypropylenové nebo polystyrenové
zkumavky pro pritokovou cytometrii bez obsahu pyrogenu.

e Stojanky na zkumavky pro prGtokovou cytometrii pro
stimulaci

e Vortexovy mixér

e (volitelné) mikrotitracni desticky pro tkariové kultury ke
stimulaci bunék a barveni u standardniho protokolu.

¢ (volitelné) hluboké jamky pro stimulaci bunék, barveni, lyzu
a prltokovou cytometrii pro protokol bez lyzovaciho &inidla.

e Pfesné pipety s jednorazovymi 3piCkami bez obsahu
pyrogenu:
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL nastavitelna pipeta a
- Volitelné: nastavitelny davkovac¢ 10-50 pL
e 50 mL l&hev pro rekonstituci stimulacniho pufru

e Sterilni, ultraCistd a apyrogenni voda pro rekonstituci
stimulaéniho pufru (viz kapitola Technicka bezpe€nostni
opatfeni).

e Vodni lazen (doporu€eno) nebo inkubator nastaveny na
37°C

¢ Destilovana nebo deionizovana voda a vhodné laboratorni
sklo pro fedéni lyzovaciho &inidla.

e Vicka nebo parafilm k zakryti zkumavek b&hem inkubace

e Davkovace na lyzovaci €inidlo a promyvaci pufr v lahvich

¢ Pritokovy cytometr vybaveny modrym laserovym zdrojem
488 nm a emisnimi filtry pro detekci PE a FITC.

e Software pro pritokovou cytometrickou analyzu (viz
kapitola Ziskavani pritokovych cytometrickych dat).

Reagencie Mnozstvi Kat.¢. Komentare
Stimulaéni pufr oy T
obsahujici vapnik, | 1 1AVIEKa g cop grg | Rekonstiuule
heparin a IL-3 yofilizovana mL vody
Stimulaéni kontrola | 1 lahvitka |B-CCR- Rekonstue
anti-FceRI mAb lyofilizovana | STCON S’TB
. - - Rekonstituujte
Stlmul)acnl kontrola 1 Ig‘hwcka' B-CCR-FMLP 1,5 mL B-CCR-
fMLP lyofilizovana
STB
Barvici €inidlo - "
Smés anti-CD63-FITC | | ;ag‘ﬁ‘a B-CCR-SR P;'E;:,’e”" k
a anti-CCR3-PE mAb ’ P
. Zfedte 225 mL
ca o)
Lyzovaci €inidlo ) 1 lahvicka B-CCR-LYR deionizované
10x koncentrované 25 mL
vody
Promyvaci pufr . "
e |ocorwe  |PTEmeno
formaldehydem P
Tabulka 1

D Pozadovana kvalita vody je uvedena v kapitole Technicka opatfeni.
2 N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

%) P¥i skladovani pfi teploté 2-8 °C se mohou tvorit krystaly, které je tfeba
pred zfedénim rozpustit pfi teploté 18-28 °C.
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ALERGENY JE TREBA OBJEDNAT ZVLAST

Alergeny validované pro Flow CAST® nabizi spole¢nost
BUHLMANN samostatné&. Objednaci kédy alergent, jakoz i
informace o pfipravé alergenl naleznete v brozurach o

alergenech BUHLMANN na webovych strankach
spole¢nosti BUHLMANN:
www.buhlmannlabs.ch
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Ddlezité: Flow CAST® byl testovan pouze v kombinaci s
CAST® Allergens, ktery je k dispozici v BUHLMANN
Laboratories AG. Za validaci pouzitych alergent ziskanych
Z jinych zdroji odpovida vyhradné laboratof.

OPATRENI

Bezpecnostni opatieni

e Stimulacni pufr (B-CCR-STB) tohoto testu obsahuje slozky
lidského plvodu. PrestoZze byly testovany a shledany
negativnimi na povrchovy antigen HBV, HCV a protilatky
HIV1/2, mélo by se s Cinidly zachazet, jako by mohla
pifenaset infekce, a mélo by se s nimi zachazet v souladu
se spravnou laboratorni praxi (GLP) za pouziti vhodnych
bezpec€nostnich opatfeni.

e Zabrante kontaktu ¢inidel s k(izi, o€ima nebo sliznicemi.
Dojde-li ke kontaktu, okamzit¢ je omyjte velkym
mnozstvim vody.

e S Cinidly a chemikaliemi se musi zachazet jako s
nebezpe&nym odpadem podle narodnich
bezpe€nostnich smérnic nebo nafizeni o biologickém
nebezpedi.

Technicka opatreni

e Doporucena kvalita vody pro zafizeni Flow CAST®: PouZiti
sterilni, ultraCisté a apyrogenni vody k rekonstituci
stimula¢niho pufru (B-CCR-STB) je nezbytné pro dobrou a
reprodukovatelnou stimulaci bazofill. Lze pouzit
nasledujici zdroje vody: vodu pro bunééné kultury, infuzni
vodu nebo deionizovanou, dvakrat destilovanou vodu,
ktera je ultrafiltrovana v pravidelné sanitovaném ultrafiltru
10 kDa.

e Lyzovaci ¢inidlo (B-CCR-LYR) Ize rekonstituovat
deionizovanou, dvakrat destilovanou vodou nebo vodou
stejné kvality, jaka se pouziva pro rekonstituci stimulacniho
pufru.

e Béhem bunéné stimulace se vyhnéte kontaminaci
alergeny: Aeroalergeny v laboratofi mohou kontaminovat
oteviené vzorky krve a bunécné suspenze a zpUsobit
zvysené pozadi. Krevni vzorky a zkumavky pro bunéénou
stimulaci musi byt peclivé zakryty vicky nebo parafiimem. V
laboratofi, kde se provadi bunééna stimulace, se vyhybejte
rozto€lm doméciho prachu, opylujicim  rostlinam,
latexovym  rukavicim nebo vybaveni potencialné
obsahujicimu latex a také otevienym okndm. Doporucuje
se provadét kroky pfipravy bunék a stimulace v
olaboratorni komofe s laminarnim proudénim.

e V porovnani s inkubatorem se doporucuje vodni lazeri , a
to z divodu ucinnégjsiho prenosu tepla. Pokud pouzivate
inkubétor, ovéfte, zda je teplota 37 °C. NizSi nebo vyssi
teploty mohou ovlivnit vysledky.

e U alergent léCiv se obecné ocekava nizka Uroven aktivace
bazofild. Proto je zasadni, aby bylo pfi stimulaci dosazeno
optimalnich podminek v€etné teploty. Pro Iékové alergeny
se doporuCuje pouzivat jednotlivé zkumavky namisto
hlubokych jamek.

e Slozky se nesmi pouzivat po uplynuti doby pouzZitelnosti
uvedené na Stitcich.

¢ Nemichejte rizné Sarze Cinidel.
e Zabrarite kontaminaci Cinidel.
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Postup testu

e \yrovnejte
(18-28 °C).

e Prfed provedenim testu si peclivé prec¢téte pokyny. Pokud
jsou ¢inidla nespravné fedéna, je s nimi nespravné
manipulovano nebo jsou skladovéana za jinych podminek,
nez jsou uvedeny v tomto navodu k pouziti, bude to mit
nepfiznivy vliv na vysledky testu.

lyzovaci ¢Cinidlo na pokojovou teplotu

e Vzorky, se kterymi neni spravné manipulovano, mohou
zpusobit nepfesné vysledky.

e Ovérte pfipravky pohledem, abyste posoudili u¢innost
lyzy. Erytrocyty mohou byt neuplné lyzovany a objevit se
na svételném difrakénim bodovém grafu na stejném
misté jako leukocyty.

¢ Prodlouzena doba lyzy mize vést ke ztraté bunék. Ujistéte
se, Zze mate k dispozici alespon 300 bazofilll pro ziskani dat.
Doporucujeme, aby akvizice vzorkll zpracovanych
protokolem bez lyzovaciho €inidla, byla provedena do jedné
hodiny.

e Pratokova cytometrie mize poskytovat faleSné vysledky,
pokud: cytometr je Spatné nastaven, emise fluorescence
nebyla vhodné kompenzovana, oblasti vstupu nebyly
peclivé umistény.

ODBER A SKLADOVANI

DoporucCuje se, aby se pacienti nejméné 24 hodin pred
odbérem krve vyhnuli systémové podavanym
antialergennim 1ékim, jako jsou kortikosteroidy, kyselina
chromoglykova (DSCG).

Odeberte krev do venepunkénich zkumavek s K-EDTA a
naplite zkumavky az po znaCku vyhrazeného objemu.
Zkumavky musi byt naplnény alespori do poloviny. Jeden (1)
mL plné krve vystaci pfiblizné na 18 zkumavek.

Vzorky krve neodstred’'ujte ani nemrazte.

PIn& krev

Vzorky pIné krve uchovavané pfi teploté 2-8 °C by mély byt
zpracovany do 48 hodin od odbéru.

Pro stanoveni alergickych poruch na lédiva se doporucuje
zpracovat vzorky okamzité, nejpozdé&ji do 24 hodin po
odbéru.

Vzorky pIné krve Ize uchovavat také pfi pokojové teploté
(teplota do 28 °C). Musi v8ak byt zpracovany do 24 hodin od
odbéru pomoci standardniho protokolu nebo v den odbéru
pomoci protokolu bez lyzovaciho €inidla.

Zpracované vzorky

Buriky zpracované podle standardniho protokolu jsou
fixovany. Fixované buriky Ize skladovat pfi teploté 2-8 °C po
dobu 5 dnl chranéné pred svétlem pro nasledné ziskani
prutokovou cytometrii.

POSTUP ANALYZY
1. Promichejte protisrazlivy vzorek krve opakovanym
pfevracenim venepunkéni zkumavky.

2. Pripravte si Cerstvé standardni polypropylenové nebo
polystyrenové zkumavky pro pratokovou cytometrii, které
neobsahuji pyrogen.

3. U kaZdého pacienta oznaéte zkumavky napf. takto:
PB = pozadi pacienta
PC1 = stimulacni kontrola s anti-FceRI Ab

Flow CAST®



PC2 = kontrola stimulace pomoci fMLP
Al1-1 pro alergen 1 s fedénim 1
Al-2 pro alergen 1 s fedénim 2 atd.

50 pL stimulus
100 yL STB
50 uL blood
20 yL SR
\.‘\‘!
b
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Patient A ‘ Patient B
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Stimulace a barveni
4. Do kazdé zkumavky pfidejte 50 pL pfislusného
stimululantu:

PB zkumavka: (pozadi pacienta): 50 yL stimulaéniho
pufru (pozadi pacienta)

Zkumavka PC1: 50 yL stimulacéni kontroly anti-FceRI
mAb

Zkumavka PC2: 50 pL stimulaéni kontroly fMLP
Ax-y zkumavka: 50 uL alergenu

5. Do kazdé zkumavky pfidejte 100 uL stimulaéniho pufru
(STB).
6. Do kazdé zkumavky pfidejte 50 yL pIné krve pacienta.

Ujistéte se, Zze na bocni a horni strané zkumavky neni
krev.

7. Jemné promichejte.
8. Do kazdé zkumavky pfidejte 20 uL barviciho €inidla (SR).

9. Jemné promichejte, zkumavky zakryjte a inkubujte 15
minut pfi 37 °C ve vodni lazni.

Poznamka: Pokud se misto vodni lazné pouzije inkubator,
doba inkubace se prodlouzi na 25 minut z ddvodu méné
ucinného prenosu tepla.

Lyzovani

Poznamka: Lyzovaci C¢€inidlo musi
pokojovou teplotu (18-28 °C).

byt vyrovndno na

Standardni protokol: Lyza a promyti

10.Do kazdé zkumavky pfidejte 2 mL ekvilibrovaného
(18-28 °C) lyzovaciho €inidla a jemné promichejte.

11. Inkubujte 5-10 minut pfi teploté 18-28 °C.

12. Zkumavky odstfedujte 5 minut pfi 500 x g.

13. Supernatant dekantujte pomoci blotovaciho papiru.

14. Resuspendujte bunécny pelet 300 pL promyvaciho pufru
(fixacni prostfedek je soucasti promyvaciho pufru).

Poznamka: Mnozstvi promyvaciho pufru lze pfizpusobit

konkrétnimu pouzitému pfistroji pratokového cytometru

podle mrtvého objemu a hustoty bunék kompatibilnich s

timto pfistrojem.

15. Jemné vortexuijte.

Bud’' 16a.zpracujte vzorky na pritokovém cytometru.

Nebo 16b.pokud nejsou ziskany okamzité, nechte vzorky
inkubovat 30 minut pfi RT a chrarite je pfed svétlem (fixace).
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Vzorky skladujte uzaviené a chranéné pred svétlem pfi
teploté 2-8 °C az do mérfeni. Fixované bunky Ize skladovat
pfi 2-8 °C po dobu 5 dnl pro nasledné zpracovani testu
pratokovou cytometrii. Pfed praci jemné promichejte
zkumavky se vzorky.

Poznamka : Ulozené fixni vzorky Ize kdykoli zpracovat bez
jakékoli pfedbézné Upravy. Doba skladovani je uvedena v
Casti "Odbér a skladovani vzorkd". Po delSim skladovani
muze byt pozorovan mirny pokles intenzity fluorescence a
niz8i vytéznost bazofilli = 80%.

Alternativni protokol: Protokol Lyse-no-wash

Nova generace vysoce vykonnych pratokovych cytometr(
dokaze analyzovat lyzované, nepromyté vzorky. Tento
postup musi byt pfizplsoben pouzitému pfistroji
pritokového cytometru a mlze vyZadovat optimalizaci. Nize
uvedeny protokol vychazi z udajl ziskanych na pritokovém
cytometru Attune NxT (Thermo Fisher).

10.Provedte kroky 1 az 9 (vySe) a poté pokracujte krokem
10. Do kazdé zkumavky pfidejte 1,5 * 05mL
ekvilibrovaného (18-28 °C) lyzovaciho ¢inidla a jemné
promichejte (objem je tfeba optimalizovat v zavislosti na
rychlosti akvizice pouzitého priitokového cytometru).

11.Zpracujte vzorky na vhodném pratokovém cytometru s
vysokou rychlosti, aby doba analyzy byla co nejkratsi.

Poznamka: Vzorky by mély byt analyzovany do 24 hodin od
obdrzeni vzorku. Viz "Odbér a skladovani vzorkd".

ZiSKAVANi PRUTOKOVYCH CYTOMETRICKYCH
DAT

Pratokovou cytometrii Ize provadét na jakémkoli pritokovém
cytometru pracujicim s argonovou laserovou diodou 488 nm
(modrozelené excitani svétlo).

Pratokovy cytometr musi byt vybaven pro detekci pfimého

rozptylu (FSC), bocéniho rozptylu (SSC) a dvou

fluorochromovych kanall FITC a PE.

Zkontrolujte, zda je prutokovy cytometr spravné sefizen a

zda je nastavena kompenzace barev.

Pro vhodné ziskdni a charakterizaci klidovych a

aktivovanych bazofill vytvoite nasledujici bodovy graf :

1. Vytvoite bodovy graf 1 jako pfimy rozptyl vs bocni
rozptyl, abyste ziskali celou populaci leukocytd, jak je
znazornéno na obrazku 1. Béhem ziskavani vzorky se
ujistéte, ze je populace leukocytll na bodovém grafu
FSC/SSC rozdélena na tfi samostatné populace
(lymfocyty, monocyty a granulocyty). Upravte zesileni
(zisk) signald FSC a SSC tak, abyste ziskali rozlozeni
podle obrazku 1. Pokyny naleznete v pfiruckach k
produktam pritokového cytometru.

2. Vytvorte bodovy graf 2, jako CCR3-PE vs bo¢ni rozptyl,
jak je znazornéno na obrazku 2. Nastavte vstup (napf.
bazofily) zahrnujici celou populaci bazofilt jako CCR3pos
a SSC'ov, jak je znazornéno u obdéInikového vstupu na
obrazku 2. Eozinofily, které jsou také CCR3Ps, je tfeba
vylouc€it na zakladé vysoke SSC.

3. Vytvorte bodovy graf 3, jako CD63-FITC vs CCR3-PE,
ktery zobrazuje pouze bazofily se vstupem, jak je
znazornéno na obrazku 3. Pouzijte nestimulované,
klidové bazofily ze zkumavky na pozadi pacienta (PB) k
nastaveni kvadrantové brany zahrnujici CD63 negativni
bunky bazofild v pravém dolnim kvadrantu (CD63"e9
CCR3pres /[SSClw), jak je znazornéno na obrazku 3.
Vysledkem aktivace bazofill stimulaci pozitivnimi
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kontrolami a specifickymi alergeny bude CD63 pozitivni
populace bazofila (CD63 /CCR3poseos [SSClow )
identifikovana v pravém hornim kvadrantu, jak ukazuje
obrazek 4 s pfikladem stimulace pozitivni kontrolou
(STCON).

Vysledek testu je uveden jako pomér CD63 pozitivnich
bazofild vuci vSem bazofilim (% aktivace CD63), jak je
uvedeno v kvadrantové brané bodového grafu 3 pro
kteroukoli stimulaéni zkumavku.

All Events - PB

1000

(1073)

FSC-A

0.001
0.001

500
SSC-A (10/3)

1000

Obrazek 1: Tfi diskrétni populace (lymfocyty, monocyty a granulocyty) na
bodovém grafu FSC/SSC.

Ziskejte 500 nebo vice bazofilnich bunék pro libovolné
stimulacni zkumavky (rozdélené podle bodového grafu 2,
obrézek 2 nize). Pokud je ziskano méné nez 300 bazofilnich

All Events - PB

‘Basophil: 0.470%

CCR3 - R-PE-A

500
SSC-A (103)

1000

Obrazek 2: Vybér bazofilnich bunék CCR3P / SSC'o¥

Basophil - PB

108

CD63 - FITC-A

102

CCR3 - R-PE-A

bunék (napf. v pfipadé bazopenie), vysledky testu nelze Uzaviena oblast Pocet (n=) %

vyhodnotit. Celkem 125'864 100,0
Bazofily 591 0,47

ANALYZA DAT Q2 (CD63 P) 13 2,2

. . . o Q4 (CD63 negativniy 578 97,8

Ziskana data se analyzuji pomoci pfisluSného softwaru pro

analyzu pritokové cytometrie. Nastavte podobné bodové — Obréazek 3: Pozadi pacienta (PB) pouze s STB

grafy a gaty jako pfi akvizici.

Gaty, které identifikuji bazofily v bodovém grafu 2, mohou Basophil - PC

byt nezavisle upraveny v kterékoli z rGznych stimulaci pro 100

stejny vzorek pacienta.

Pro spravné vyhodnoceni a standardizaci vysledkl je pro 10

kazdého jednotlivého pacienta definovano nastaveni pozadi

pomoci stimulace pozadi pacienta (PB). Kvadrantovy gate .

nastaveny na bodovém grafu 3 musi byt definovan na PB. E) 1

Pro standardizaci analyzy je gate nastaven na hodnotu mezi N

2 a 2,5% aktivovanych bazofili ve vzorku PB kaZdého g

pacienta (viz obrazek 3). o

Tento gate je tfeba pouzit pro vSechny nasledné stimulace 10:

stejnych pacientt (PC1, PC2 a vdechny méfené alergeny),

aby se vypocitalo procento CD63 pozitivnich bunék v kazdé 10°

stimulaci (viz obrazek 4). 10 100 100 100 100 100

CCR3 - R-PE-A
Uzaviena oblast Pocet (n=) %
Celkem 130'926 100,0
Bazofily 506 0,39
Q2 (CD63 pos) 483 95,5
Q4 (CDG3 negativniy 23 4,5
Obréazek 4: Rizeni stimulace (STCON)
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KONTROLA KVALITY

Pro ziskani platného vysledku je tfeba splnit nasledujici
kritéria a opatfeni pro kontrolu kvality:
Populace leukocytt: V grafu FSC/SSC (viz obrazek 1) by
se obvykle mély objevit tfi odliSné populace leukocytu:
lymfocyty, monocyty a granulocyty. Jejich vyskyt lze
povazovat za kritérium kvality vzorku krve (€asovy ramec
mezi odbérem vzorku a provedenim testu, podminky
skladovani). Vysledky testu nelze vyhodnotit, pokud je
ziskano méné nez 300 bazofild.
Stimulaéni (pozitivni) kontroly anti-FceRI mAb a fMLP:
Anti-FceRI  mAb  napodobuje pfemosténi receptoru
zpusobené alergenem in vivo. fMLP je tripeptid zpUsobujici
aktivaci bazofilli neimunologickym zpUsobem.
e Pokud kontrola Anti-FceRl mAb vykazuje hodnotu = 10%
aktivovanych bazofil(l, 1ze vzorky vyhodnotit.

e Pokud pouze kontrola fMLP vykazuje hodnotu = 10%, ale
Anti-FceRI mAb ne, test byl proveden spravné, ale vysledky
testu nelze vyhodnotit. Pacient je povazovan za IgE non-
respondera.

e Pokud jak Anti-FceRl mAb, tak fMLP vykazuji hodnoty
<10% aktivovanych bazofili, jedna se pravdépodobné o
technickou chybu. Vysledek testu by mél byt povazovan za
neplatny a test by mél byt opakovan.

e Systémové podavanym antialergennim Iékim, jako jsou
kortikosteroidy, kyselina chromoglykova (DSCG), je
tfeba se vyhnout nejméné 24 hodin pfed odbérem krve.

INTERPRETACE VYSLEDKU
Kategorie vysledkl Flow CAST® jsou nasledujici:
Vysledek Vyklad
< mezni hodnota negativni
= mezni hodnoty pro jedno nebo obé& N
s pozitivni
fedéni alergenu.

Tabulka 3

STANDARDIZACE

Flow CAST® detekuje populaci bazofilll exprimujicich
povrchovy marker CD63 jako % z celkového poctu bazofilu.
Pro tento analyt neexistuji zadné mezinarodné ani narodné
uznavané referenéni materialy nebo referencéni postupy
méfeni.

Reprodukovatelnost jednotlivych Sarzi je zaru€ena titraci
konjugatl monoklonalnich protilatek anti-CD63-FITC a anti-
CCR3-PE proti kalibraénim kulickam. Odhad variability mezi
jednotlivymi Sarzemi naleznete ve vysledcich
reprodukovatelnosti v ¢asti "vykonnostni charakteristiky".

OMEZENI

e Vysledky testu Flow CAST® by mély byt interpretovany
ve spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornimi nalezy.

e Pro urCeni alergickych poruch souvisejicich s 1éky by se
testovani BAT mélo provést do 6 mésict od alergické
reakce (viz 8).

e Pfed provedenim testl BAT se ujistéte, Ze od alergické
reakce uplynuly alespon jeden az dva tydny (viz 8).

e Negativni vysledky ziskané na lékové alergeny by
nemely byt pouzity k vylouceni alergie.

e Ocekava se, ze 5 az 10 % pacientd bude IgE non-
respondujici. U téchto pacientd nebude pozorovana
zvySena exprese CD63 a pozitivni vysledek. Non-
respondéry Ize identifikovat pomoci stimulaénich kontrol
poskytovanych s testem Flow CAST® (viz 9).

e Nedostate¢né naplnéné zkumavky K-EDTA (naplnéné
méné nez z poloviny) mohou vést k faleSné negativnim
vysledkim.

e U pacientd lé¢enych omalizumabem (XOLAIR®) se
oc¢ekava interference s vysledky testu Flow CAST® (viz
10).

Datum vydéni: 2023-06-21 7112

CUT-OFF A REFERENCNI INTERVAL

Byla stanovena technicka hranice 5 % aktivovanych
bazofilu, kdy vysledky = 5 % CD63r°s ukazuji na aktivaci
bazofil{.

Pro kazdy alergen je lepSi specificity dosazeno pouzitim
hraniénich hodnot specifickych pro alergen, jak je uvedeno
v brozurach o alergenech BUHLMANN Allergen Booklets.

Referenéni intervaly byly stanoveny podle CLSI C28-A3. Sto
dvacet (120) vzorkl krve z darcovského centra bylo
stimulovano stimulaénim pufrem nebo Anti-FceRl mAb a
testovano podle standardnich protokolll a protokoll bez
lyzovéani. Testovani bylo provadéno v priibéhu 26 dn(i tfemi
operatory se dvéma SarZzemi reagencii Flow CAST®.

Kontrola |Test Referencni interval (90% CI) [% CD63 ]°°°
Protokol 2,5 percentilu 97,5 percentilu

Stimulaéni |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-FceR|  |standard 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

KLINICKY VYKON

Klinicky vykon Flow CAST® byl hodnocen v systematickém
prehledu védecké literatury. Do analyzy bylo zahrnuto
jedenact recenzovanych studii identifikovanych pfi
systematické reSerSi literatury zahrnujici obdobi do
listopadu 2019, jedna studie o hmyzich jedech, ktera nebyla
identifikovana pfi pavodni reSersi, a dvé studie o alergenech
arasidd publikované po roce 2019. Studie zkoumaly
schopnost systému Flow CAST® rozlisit osoby s alergickymi
poruchami od nealergickych osob. Alergické poruchy u
alergického subjektu byly potvrzeny bud a) klinickou
anamnézou pacienta, b) expozi¢nim testem s potravinami
(OFC) nebo provoka&nim testem, c¢) klinickou anamnézou a
laboratornim testem (kozni prick - SPT, sIgE) nebo d)
klinickou anamnézou a OFC/provokaénim testem. Studie
pouzivajici slgE nebo SPT jako jedinou klinickou referenci
byly vylou€eny. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.

Flow CAST®



Skupina IN Citlivost Alergické [Specificnost [Kontrolni
alerpenﬁ Studie median subjekty [median subjekty
9 (rozmezi) (celkem) |(rozmezi) (celkem)
Potraviny
ot 92% 93%
I'gpki‘/'acn' 5 @81-100%) |1t (80-100%) 240
Hmyzi 87% 96%
edy 2 73-89%) |"° (95-97%) 39
55% 91%
Drogy 7 (0-68%) 227 (79-100%) 167
Tabulka 5

VYKONNOSTNIi CHARAKTERISTIKY

Presnost v ramci laboratore: £25% CV na stimulaci

Opakovatelnost (v ramci série) a pfesnost v ramci laboratofe
byly stanoveny na zakladé pokynu CLSI EP05-A3 a normy
ISO 15197:2013. Ctyfi vzorky krve darch byly stimulovany
stimulaénim pufrem nebo stimulaéni kontrolou anti-FceRI
mAb. Pro standardni postup byl pouzit plan studie 2
operatofi x 4 dny x 1 béh x 4 replikaty. Pro postup lyse-no-
wash byl pouzit plan studie 2 operatofi x 1 den x 4 béhy x 4
replikaty. Replikace odpovida nezavislé stimulacni reakci a
Uplnému postupu testu. Vysledky pro stimulaéni kontrolu
anti-FceRl mADb jsou shrnuty v tabulce 6.

V ramci | Mezidenni (A)

Protokol Pramér béhu Meziobéh (B) |celkem
testu |Darce | [%CD63] | n [%CV] [%CV] [%CV]
A 34,7 32 8,8% 0,0% 15,9%

standard| B 90,3 | 32| 1,3% 2,0% 3,6%
(A c 824 [32| 18% 0,0% 5,1%
D 91,4 32 1,1% 4,5% 5,0%

E 89,5 32 1,5% 1,1% 1,9%

lyse-no- | 740 |32] 27% 3,5% 6,0%
W(aBS)h G 68,2 32 4,2% 12,5% 15,5%
H 73,9 32 3,3% 2,9% 5,2%
Tabulka 6

Reprodukovatelnost: £25% CV na stimulaci

Reprodukovatelnost byla stanovena na zakladé pokynu
CLSI EP05-A3 a normy ISO 15197:2013. Ctyii vzorky krve
darctd byly stimulovany stimulaénim pufrem nebo stimulaéni
kontrolou anti-FceRl mAb. Vzorky byly vySetfeny na dvou
laboratornich pracovistich podle standardniho protokolu. Byl
pouzit plan studie 3 pfistroje/sady x 2 operatofi x 1 den x 5
replikatll. Replikace odpovida nezavislé stimulacni reakci a
Uplnému postupu analyzy. Vysledky pro stimulaéni kontrolu
anti-FceRl mAb jsou shrnuty v tabulce 7.

V ramci Mezi Mezi

Pramér béhu | operatory [Sarzemilpfistroji|Celkem

Darce [%CD63]| n | [%CV] [%CV] [%CV] [%CV]
A 91,6 | 30 1,4% 2,1% 1,9% 3,2%

B 876 | 30 1,7% 1,2% 3,3% 3,9%

c 91,9 [ 30| 08% 0,9% 2,1% 2,5%

D 965 | 30 | 0,5% 0,0% 0,8% 0,9%
Tabulka 7

Datum vydani: 2023-06-21
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INTERFERUJICI LATKY

Citlivost testu Flow CAST® na lé¢iva, abnormalni krevni
stavy a pfidavek vzorku K-EDTA byla hodnocena podle
pokynli CLSI EPQ07-A2. Za interferenci se povazovalo
zkresleni vysledkl pfesahujici 20 % pro stimulaéni kontrolu
anti-FceRl mAb a 20% CD63r°s (absolutné) pro stimulaéni
kontrolu fMLP. U latek uvedenych v tabulce 8 nebyly v
uvedenych koncentracich zjistény Zzadné interference.
Interference byla zjisténa u K-EDTA pfi dvojnasobné
koncentraci K-EDTA ve venepunkéni zkumavce u jednoho
darce.

IAktivni slozka Testovanéa koncentrace [ug/ml]
Fexofenadin hydrochlorid 1,6
Cetirizin dihydrochlorid 4,35
Hydroxyzin dihydrochlorid 0,27
Ketotifen 0,6
Montelukast 3,84
Prednison 1.2
N-acetyl-L-tryptofan 30
[Triglyceridy (Intralipid) 20'000
Konjugovany bilirubin 400
Nekonjugovany bilirubin 400
Hemolyza 56'100
Tabulka 8
Flow CAST®
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KRATKE PROTOKOLY

STANDARDNI PROTOKOL: LYSE A PROMYTI

Flow CAST®

Oznacené zkumavky

!

50 pL stimulaéniho pufru, kontrola nebo alergen
pridejte 100 pL stimulaéniho pufru
pridejte 50 puL plné krve pacienta

<
S

L J

pridejte 20 pL barviciho €inidla

pridejte 2 mL (18-28 C) lyzovaciho ¢inidla

<

pridejte 300pL promyvaciho pufru*

L 4

Pristupte k analyze pritokovou cytometrii

Jjemné promichejte

Jjemné promichejte a inkubujte 15 minut pfi
37°C (vodni lazer).

inkubujte 5-10 minut pfri teploté 18-28°C

odstredte 5 minut pfi 500 x g a
dekantujte nebo odsajte supernatant

jemné vortexujte

DOBA AKVIZICE ~ 30 MIN / DOBA DO DOSAZENI VYSLEDKU: ~ 1 HODINA

* Poznamka: V zavislosti na pouzitém pratokovém cytometru je tfeba mnozstvi promyvaciho pufru pfizpdsobit mrtvému objemu a hustoté bunék

kompatibilni s pfistrojem.

ALTERNATIVNI PROTOKOL: PROTOKOL LYSE-NO-WASH

Flow CAST®

Datum vydani: 2023-06-21

Oznacené zkumavky

50 pL stimulaéniho pufru, kontrola nebo alergen
pridejte 100 pL stimulaéniho pufru
pridejte 50 pL piné krve pacienta

<
S

¥

pridejte 20 pL barviciho ¢inidla

pridejte 1,5 + 0,5 mL (18-28°C) lyzovaciho ¢inidla.

L J

Pristupte k analyze pritokovou cytometrii

DOBA AKVIZICE ~ 20 MIN/ DOBA DO DOSAZENI VYSLEDKU:

10/12

Jjemné promichejte

Jjemné promichejte a inkubujte 15 minut pfi
37°C (vodni lazen).

~1 HODINA

Flow CAST®



ZMENY

Datum Verze Zména
Preformulovani kapitoly Analyza dat a klinicky vykon

2023-06-21 A2 Zarazeni ¢isla oznameného subjektu do oznaceni CE - postup posuzovani shody podle
nafizeni IVDR 2017/746

HLASENI INCIDENTU V CLENSKYCH STATECH EU

Pokud se v souvislosti s timto prostfedkem vyskytne jakakoli zavazna udalost, neprodlené ji nahlaste vyrobci a pfislusnému
organu vaseho ¢lenského statu.

POSKOZENI ZASILKY

Pokud jste tento vyrobek obdrzeli poskozeny, oznamte to prosim svému distributorovi.
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SYMBOLY

BUHLMANN pouziva symboly a znacky uvedené a popsané v normé ISO 15223-1. Kromé toho se pouZivaji nasledujici
symboly a znacky:

Symbol Vysvétleni

STIM Stimulaéni pufr

ICONTROL|[STIM| |Rizeni stimulace

IKONTROLA[FMLP] | Stimulagni kontrola fMLP

REAG| STAIN Barvici ¢inidlo

REAG|LYS Lyzovaci €inidlo

BUF | WASH Promyvaci pufr

C € 0123
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