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NAMENA

BUHLMANN Flow CAST® je in vitro dijagnosti¢ki test za
kvalitativhu procenu aktivacije bazofila nakon stimulacije
specificnim alergenima. Test se zasniva na proto¢noj
citometriji i omoguc¢ava odredivanja populacije bazofila koja
ima CD63 marker na povrsini ¢elija, iz uzoraka pune krvi
pacijenata sa dodatkom K-EDTA. Flow CAST® je namenjen
kao pomo¢ prilikom postavljanja dijagnoze trenutnog tipa
alergijske reakcije, zajedno sa drugim KliniCkim i
laboratorijskim nalazima.

Samo za laboratorijsku upotrebu.

PRINCIP TESTA

Flow CAST® je test aktivacije bazofila i funkcionise po
principu proto¢ne citometrije (ref. 1, 2). Uzorak pune Krvi
pacijenta se stimuliSe specificnim alergenima, kao i
stimulacionim puferom i stimulacionim kontrolama, radi
evaluacije degranulacije bazofila pacijenta ex vivo. Uzorak
se obelezava pomoc¢u dva fluorescentno obelezena
monoklonska antitela: jedno za selekciju bazofila (anti-
CCR3-PE) i jedno za odredivanje statusa aktivacije bazofila
(anti-CD63-FITC) (ref.3-6) CD63 je transmembranski
protein prisutan na intracelularnim vezikulama i pojavljuje se
samo na povrsini ¢elije nakon degranulacije bazofila (ref. 7).
Eritrociti iz uzorka pacijenta se uklanjaju reakcijom liziranja.
U zavisnosti od protokola, ¢elije se centrifugiraju,
resuspenduju u puferu za ispiranje i fiksiraju za kasniju
analizu proto¢nom citometrijom ili analiziraju direktno
nakon liziranja. Bazofili se izdvajaju iz populacije leukocita
kao CCR3ros/SSClow, Status aktivacije izdvojenih bazofila je
odreden njihovom ekspresijom CD63 (aktivacioni marker).
Pacijenti koji nemaju IgE posredovane alergijske odgovore,
tzv. non-responder osobe, identifikuju se na osnhovu
rezultata pozitivnih kontrola. Ocitavanje testa je naznaceno
kroz odnos CD63 pozitivnih bazofila u odnosu na sve
bazofile (% aktivacije CD63).

OBEZBEDENI REAGENSI | PRIPREMA

Reagensi Koli¢ina Kod Komentari
Stimulacioni pufer 1 bodica Rekonstituisati
sadrzi kalcijum, liofilizat B-CCR-STB sa 50 mL vode
heparin i IL-3 D
Stimulaciona . Rekonstituisati
1 bocica
kontrola liofilizat B-CCR- STCON |sa 1,5 mL B-
anti-FceRI mAb CCR-STB
Stimulaciona 1 bocica Rekonstituisati
kontrola fMLP? liofilizat | B-CCR-FMLP 1 sa 1,5 mL B-
CCR-STB
Reagens za bojenje
Mesavina anti-CD63- 1 bocica Spreman za
FITC i anti-CCR3-PE 2,2mL B-CCR-SR upotrebu
mAb
Razblaziti sa
Reagens za liziranje® | 1 bocica i i 225 mL
10x koncentrovan 25 mL B-CCR-LYR dejonizovane
vode
Pufer za pranje 1 bocica ) K Spreman za
sa 0,1% formaldehida 100 mL B-CCR-WB upotrebu
Tabela 1

D Za potrebnu koli¢inu vode, pogledati odeljak tehnicke predostroznosti
2 N-formil-metionil-leucil-fenilalanin

3 Tokom &uvanja na 2-8°C mogu se formirati kristali koje treba rastvoriti
zagrevanjem na 18-28°C pre razblazivanja
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CUVANJE | ROK UPOTREBE REAGENASA

Neotvoreni reagensi

Cuvati na 2-8 °C. Ne koristiti kit nakon isteka roka upotrebe koji je
odstampan na nalepnici.

Otvoreni i rekonstituisani reagensi

Stimulacioni pufer

Stabilni 6 meseci na —20 °C. Alikvotisati

Stimulaciona kontrola o .
ako se oekuje ponovljena upotreba

Stimulaciona kontrola fMLP

Reagens za liziranje

Reagens za bojenje Stabilni 6 meseci na 2-8 °C.

Puffer za pranje

Tabela 2

MATERIJAL KOJI JE POTREBAN I NIJE
OBEZBEDEN

¢ K-EDTA tube za venepunkciju

e Centrifuga

e Epruvete za protoénu citometriju od polipropilena ili
polistirena, apirogene, za jednokratnu upotrebu

e Stalci za epruvete za stimulaciju u proto¢noj citometriji

e Vorteks mikser

¢ (Opciono) mikrotitarske ploce za kulturu tkiva za

stimulaciju ¢elija i bojenje za standardni protokol

e (Opciono) plo¢e sa dubokim udubljenjima za celijsku
stimulaciju, bojenje, liziranje i akviziciju proto¢ne
citometrije za lyse-no-wash protokol

e Precizne pipete sa nastavcima za jednokratnu upotrebu
apirogene:
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL podesiva pipeta i
- Opciono: 10-50 uL podesivi dispenzer

e Menzura od 50 mL za rekonstituciju pufera za stimulaciju

e Sterilna, ultrapreciS¢ena i apirogena voda za rekonstituciju

Stimulacionog pufera (pogledati poglavlje TehniCke mere
predostroznosti)

e Vodeno kupatilo (preporuceno) ili inkubator podeSen na
37°C

e Destilovana ili dejonizovana voda, kao i odgovarajuce
laboratorijsko stakleno posude za razblazivanje reagensa
za liziranje

e Poklopci ili parafilm za pokrivanje epruveta tokom koraka
inkubacije

e Dispenzeri za boce za reagens za liziranje i pufer za
ispiranje

e Protocni citometar opremlijen sa laserskim izvorom na
488 nm (plavi), kao i emisionim filterima za PE i FITC
detekciju

e Softver za protocnu citometriju (pogledati
Prikupljanje podataka proto¢ne citometrije)

poglavije
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ALERGENI KOJI SE PORUCUJU ODVOJENO

Alergeni validirani za Flow CAST® BUHLMANN
obezbeduje odvojeno. Za kataloSke brojeve alergena kao i
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informacije za pripremu pogledati BUHLMANN Allergen
bro3uru na BUHLMANN veb-sajtu:

www.buhlmannlabs.ch

VaZno: Flow CAST® je testiran samo u kombinaciji sa
CAST® Allergens dostupnim od BUHLMANN Laboratories

AG. IskljuCiva je odgovornost laboratorije da potvrdi
upotrebu alergena dobijenih iz drugih izvora.

PREDOSTROZNOSTI

Bezbednosne predostroznosti

e Stimulacioni pufer (B-CCR-STB) ovog testa sadrzi
komponente humanog porekla. lako su testirane i
utvrdeno je da su negativne na povrSinski antigen HBV,
anti-HCV i anti-HIV1/2 antitela, reagensima treba rukovati
kao da mogu da prenesu infekcije i njima treba rukovati u
skladu sa smernicama Dobre laboratorijske prakse (DLP)
uz odgovarajuce mere predostroznosti.

e Sprediti kontakt reagensa sa kozom, o¢ima ili sluzokozom.
Ako dode do kontakta, odmah isprati velikom koli¢inom
vode.

¢ Reagensi i hemikalije se moraju tretirati kao opasan otpad
u skladu sa nacionalnim smernicama ili propisima o
bezbednosti od bioloSkih opasnosti.

Tehnicke predostroznosti

e Preporuceni kvalitet vode za Flow CAST®: Upotreba
sterilne, ultra Ciste i apirogene vode za rekonstituisanje
stimulacionog pufera (B-CCR-STB) je neophodna za
dobru i ponovljivu stimulaciju bazofila. Mogu se koristiti
sledec¢i izvori vode: voda za celijske kulture, voda za
infuziju ili dejonizovana, redestilovana voda i ultrafiltrirana
u periodi¢no dezinfikovanom ultrafilteru od 10 kDa.

e Reagens za liziranje (B-CCR-LYR) se moze rekonstituisati
dejonizovanom, redestilovanom vodom ili vodom istog
kvaliteta koji se koristi za rekonstituciju stimulacionog
pufera.

e Spreciti  kontaminaciju alergenom tokom Celijske
stimulacije: Aeroalergeni u laboratoriji mogu kontaminirati
otvorene uzorke krvi i Celijske suspenzije, izazivajudi
poviseni background. Epruvete za uzorke krvi i za
stimulaciju éelija moraju biti paZljivo zatvorene &epovima ili
parafilmom. Onemoguciti prisustvo grinja iz ku¢ne praSine,
polena biljaka, rukavica od lateksa ili drugog materijala koji
potencijalno sadrZi lateks. U laboratoriji u kojoj se vrSi
stimulacija ¢elija prozori ne smeju biti otvoreni.
Preporucuje se da se priprema c¢elija i koraci stimulacije
sprovedu u kabinetu sa laminarnim protokom.

e PreporuCuje se vodeno kupatilo u odnosu na inkubator,
zbog efikasnijeg prenosa toplote. Ako se koristi inkubator,
proveritt da li je temperatura 37 °C. Nize ili viSe
temperature mogu uticati na rezultate.

e Generalno se ocCekuje nizak nivo aktivacije bazofila za
alergene iz lekova. Stoga je kljuéno da se postignu
optimalni uslovi tokom stimulacije, ukljuéujuci temperaturu.
Za alergene iz lekova preporuCuje se upotreba
pojedinacnih epruveta umesto plo¢a sa dubokim
udubljenjima.

e Komponente se ne smeju koristiti nakon isteka roka
upotrebe koji je odStampan na etiketi.

¢ Ne kombinovati razli¢ite lotove reagenasa.
e Sprediti kontaminaciju reagensa.
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Procedura testiranja

e Omoguliti da Reagens za liziranje dostigne sobnu
temperaturu (18-28 °C).

o PaZljivo procitati uputstva pre zapocinjanja testa. Na
performanse testa ¢e negativho uticati pogresno
razblazivanje reagenasa, ako se njima pogresno rukuje
ili se skladiste pod uslovima drugacijim od onih koji su
navedeni u ovom uputstvu za upotrebu.

e Uzorci kojima se ne rukuje pravilno mogu uzrokovati
netaCne rezultate.

e Vizuelno proveriti preparate da bi se procenila
efikasnost liziranja. Eritrociti mogu biti nepotpuno lizirani
i pojaviti se na tatkama difrakcije svetlosti na istoj
lokaciji kao i leukociti.

e ProduZeno vreme liziranja moze dovesti do gubitka
Celija. Proveriti da li ima najmanje 300 bazofila za
prikupljanje podataka. PreporuCujemo da se uzimanje
uzoraka obradenih po protokolu lyse-no-wash obavi u
roku od sat vremena.

e Proto¢na citometrija moze dati lazne rezultate, ako
citometar nije poravnat, emisija fluorescencije nije na
odgovaraju¢i naCin kompenzovana, gating regioni nisu
pazljivo pozicionirani.

SAKUPLJANJE | CUVANJE UZORAKA

Pacijentima se preporuCuje da izbegavaju sistemske
antialergijske lekove kao $§to su kortikosteroidi,
kromoglicinska kiselina (DSCG) najmanje 24 sata pre
uzimanja uzorka krvi.

Sakupiti krv u K-EDTA epruvete za venepunkciju,
punjenjem do oznake zapremine. Epruvete moraju biti
napunjene najmanje do pola. Jedan (1) mL pune krvi je
dovoljan za priblizno 18 epruveta.

Ne centrifugirati i ne zamrzavati uzorke krvi.

Puna krv

Uzorke pune krvi koji su €uvani na 2-8 °C treba obraditi u
roku od 48 sati od uzimanja.

Za utvrdivanje alergijskih poremecaja na lekove savetuje
se da se uzorci obrade odmah, a najkasnije 24 sata nakon
uzimanja uzorka.

Uzorci pune krvi se takode mogu cuvati na sobnoj
temperaturi (temperatura do 28 °C), medutim, moraju se
obraditi u roku od 24 sata od prikupljanja primenom
standardnog protokola ili na dan sakupljanja primenom
lyse-no-wash protokola.

Procesuirani uzorci

Celije obradene standardnim protokolom su fiksirane.
Fiksirane celije se mogu €uvati na 2-8 °C 5 dana zasti¢ene
od svetlosti radi naknadne akvizicije pomocu protocne
citometrije.

PROCEDURA TESTIRANJA
1. IzmeSati krv sa antikoagulisanom obrtanjem epruvete
za venepunkciju nekoliko puta.

2. Pripremiti novu, apirogenu standardnu polipropilensku ili
polistirensku epruvetu za citometriju.

3. Za svakog pacijenta obeleziti epruvetu, na primer:
PB = background uzorka pacijenta
PC1 = stimulaciona kontrola sa anti-FceRI Ab
PC2 = stimulaciona kontrola sa fMLP

Flow CAST®



Al-1 za alergen 1 sa razblazenjem 1
Al-2 za alergen 1 sa razblazenjem 2 itd.

50 pL stimulus
100 uL STB
50 pL blood
20 L SR
L
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Stimulacija i bojenje

4. Dodati 50 pL odgovarajuéeg stimulusa u svaku
epruvetu: PB epruveta: 50 yL stimulacionog pufera
(background uzorka pacijenta)

PC1 epruveta: 50 pL stimulacione kontrole anti-FceRl
mAb
PC2 epruveta: 50 pL stimulacione kontrole fMLP
Ax-y epruveta: 50 pL alergena

5. Dodati 100 pyL stimulacionog pufera (STB) u svaku
epruvetu.

6. Dodati 50 uyL pune krvi pacijenta u svaku epruvetu.
Proveriti da na stranama i vrhu epruvete nema krvi.

7. Pazljivo izmeSati.

8. Dodati 20 pL reagensa za bojenje (SR) u svaku
epruvetu.

9. Pazljivo izmesati, zatvoriti Cep i inkubirati 15 minuta na
37°C na vodenom kupatilu.

Napomena: Ako se umesto vodenog kupatila koristi
inkubator, vreme inkubacije se produzava na 25 minuta
zbog manje efikasnog prenosa toplote.

Liziranje
Napomena: Reagens za liziranje mora dosti¢i sobnu
temperaturu (18-28 °C).

Standardni protokol: liziranje i pranje (Lyse and wash)

10. Dodati 2 mL reagensa za liziranje sobne temperature
(18-28 °C) u svaku epruvetu i pazljivo izme&ati.

11. Inkubirati 5-10 minuta na 18-28 °C.

12. Centrifugirati epruvete 5 minuta na 500 x g.

13. Odliti supernatant upotrebom ubrusa.

14. Resuspendovati celijsku peletu sa 300 pL pufera za
pranje (fiksativ se nalazi u puferu za pranje).

Napomena: Koli¢ina pufera za pranje moze se prilagoditi
specificnom proto¢nom citometru koji se koristi, u skladu sa
mrtvom zapreminom i gustinom celija kompatibilnom sa
uredajem.

15. Pazljivo vorteksirati.
Ili 16a. Propustiti uzorke kroz proto¢ni citometar.

Ili 16b. Ako se ne propuste odmah, ostaviti uzorke da se
inkubiraju 30 minuta na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od
svetlosti (fiksacija). Cuvati uzorke zatvorene i zastiéene od
svetlosti na 2-8 °C do merenja. Fiksirane celije se mogu
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Cuvati na 2-8 °C 5 dana za naknadnu akviziciju protoénom
citometrijom. Vortex nezno uzorkuje cevi pre preuzimanja.

Napomena: Uzorci tretirani fiksativom koji se uvaju, mogu
se propustiti bez ikakvog prethodnog tretmana u bilo kom
trenutku. Molimo pogledajte odeljak ,Sakupljanje i uvanje
uzoraka” za vremenski period Cuvanja. Blago smanjenje
intenziteta fluorescencije i manji recovery bazofila 280%
moZze se primetiti nakon duzeg Cuvanja.

Alternativni protokol: Lyse-no-wash protocol (Liziranje
bez ispiranj)

Nove generacije proto¢nih citometara visokih performansi
mogu da analiziraju lizirane, neoprane uzorke. Ova
procedura mora biti prilagodena proto¢nom citometru koji
se koristi i moze zahtevati optimizaciju. Protokol u nastavku
je zashovan na podacima dobijenim pomocéu Attune NxT
proto€nog citometra (Thermo Fisher).

10.1zvrsiti korake procedure od 1 do 9 (gore), a zatim
nastaviti sa korakom 10. Pazljivo dodati 1,5 £ 0,5 mL
reagensa za liziranje koji je dostigao sobnu temperaturu
(18-28 °C) u svaku epruvetu, (zapremina mora biti
optimizovana u zavisnosti od mogucénosti brzine
akvizicije proto€nog citometra).

11. Propustiti uzorke koriste¢i pogodan proto¢ni citometar
velike propusnosti pri velikoj brzini prikupljanja, da bi
vreme analize bilo minimalno.

Napomena: Uzorke treba analizirati u roku od 24 sata od

prijema uzorka. Molimo pogledajte odeljak ,Sakupljanje i

Suvanije uzoraka®“.

AKVIZIJA PODATAKA PROTOCNE CITOMETRIJE

Proto¢na citometrija se moze izvesti na bilo kom proto¢nom
citometru koji ima argon lasersku diodu na 488 nm (plavo-
zeleno ekscitaciono svetlo).

Proto¢ni citometar mora biti opremljen tako da detektuje
Forward Scatter (FSC), Side Scatter (SSC) i dva kanala za
fluorohrome FITC i PE.

Proveriti da li je proto€ni citometar pravilno poravnat i da je
podesSena kompenzacija boje.

Za odgovarajuéu akviziciju i karakterizaciju bazofila u
mirovanju i aktiviranih bazofila napraviti sledeéi histogram:

1. Kreirati histogram 1, kao Forward Scatter vs Side
Scatter za akviziciju cele populacije leukocita kao &to je
prikazano na slici 1. Tokom akvizicije uzoraka, proveriti
da li je populacija leukocita razdvojena u tri diskretne
populacije (limfociti, monociti i granulociti) na FSC/SSC
histogramu. Podesiti amplifikaciju (gain) FSC i SSC
signala da bi se dobila distribucija kako je prikazano na
slici 1. Pogledati uputstvo za protoc¢ni citometar za
instrukcije.

2. Kreirati histogram 2, kao CCR3-PE vs Side Scatter kao
Sto je prikazano na slici 2. Podesiti okvir (gate) (npr.
bazofili) ukljuCuju¢i celu populaciju bazofila kao
CCR3pos | SSCow kao $to je prikazano na pravouganom
gate-u na slici 2. Eozinofili, koji su takode CCR3pros,
moraju se iskljuciti na osnovu visokog SSC.

3. Kreirati histogram 3, kao CD63-FITC vs CCRS3-PE,
prikazujuéi samo gated bazofile, kao Sto je prikazano
na slici 3. Koristiti nestimulisane bazofile u mirovanju iz
epruvete za background pacijenta (PB) da biste
postavili okvir kvadranta, ukljuujuéi CD63 negativne
bazofile u donjem desnom kvadrantu (CD63"e¢
CCR3ros/SSClow) kao $to je prikazano na slici 3.

Flow CAST®



Bazofili aktivirani stimulacijom pozitivnih kontrola i
specificni alergeni ¢e dovesti do CD63 pozitivne
populacije bazofila (CD63Pos/CCR3Pos/SSClow)
identifikovane u gornjem desnom kvadrantu, kao $to je
prikazano na slici 4 sa primerom pozitivne kontrole
stimulacije (STCON).

Prikaz testa daje odnos CD63 pozitivnih bazofila u odnosu
na sve bazofile (% aktivacie CD63) kao S$to je
identifikovano u kvadrantnom gate-u histograma 3 za bilo
koju od epruveta za stimulaciju.

All Events - PB
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Slikal: Tri diskretne populacije (limfociti, monociti i granulociti) na
FSC/SSC histogramu.

Propustiti 500 ili viSe bazofila za bilo koju epruvetu za
stimulaciju (u okviru (gated) kao Sto je prikazano na
histogramu 2, slika 2 dole). Ako se propusti manje od 300
bazofila (npr. u slu¢aju bazopenije), rezultati testa ne mogu
se evaluisati.

ANALIZA PODATAKA

Dobijeni podaci se analiziraju odgovarajué¢im softverom za
analizu proto€ne citometrije. Postaviti sli¢ne histograme i
gate-ove kao $to je uradeno za akviziciju.

Gate-ovi koji identifikuju bazofile u histogramu 2 mogu se
nezavisno prilagoditi u bilo kojoj od razli€itih stimulacija za
isti uzorak pacijenta.

Za tacnu procenu i standardizaciju rezultata, background
(pozadinsko) podeSavanje za svakog pojedinacnog
pacijenta se definiSe koriS¢enjem bazalnog (osnovnog)
nivoa nakon stimulacije bazofila pacijenta (PB). Gate
kvadranta postavljen na histogramu 3 mora biti pode3en na
PB. Da bi se standardizovala analiza, gating je pode3en da
bude izmedu 2 i 2.5% aktiviranih bazofila u uzorku PB
svakog pacijenta (videti sliku 3).

Ovaj gate se mora primeniti na sve naredne stimulacije za
iste pacijente (PC1, PC2 i svi izmereni alergeni) da bi se
izraCunao procenat CD63 pozitivnih c¢elija u bilo kojoj
stimulaciji (videti sliku 4).
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CCR3 - R-PE-A

All Events - PB
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Slika 2: Selekcija bazofilnih ¢elija CCR3P° / SSC'o*
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CCR3 - R-PE-A
Gated Region Broj (n=) %
Ukupno 125 864 100,0
Bazofili 591 0,47
Q2 (CD63 pos) 13 2,2
Q4 (CD63 ne9) 578 97,8
Slika 3: Background pacijenta (PB) samo sa STB
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CCR3 - R-PE-A
Gated Region Broj (n=) %
Ukupno 130 926 100,0
Bazofili 506 0,39
Q2 (CD63 pos) 483 95,5
Q4 (CD63 "=9) 23 45

Slika 4: Stimulaciona kontrola (STCON)
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KONTROLA KVALITETA

Za validan rezultat treba da budu
kriterijumi i merenja kontrole kvaliteta:
Populacije leukocita: Na FSC/SSC grafikonu tipi€no treba
da se pojave tri razliCite populacije leukocita, limfociti,
monociti i granulociti (videti sliku 1). Njihova pojava se
moze smatrati kriterjumom za kvalitet uzorka krvi
(vremenski okvir izmedu uzimanja uzorka i izvodenja
analize, uslovi Cuvanja). Rezultati testa se ne mogu
proceniti ako se propusti manje od 300 bazofila.

ispunjeni slededi

Stimulacone (pozitivhe) kontrole anti-FceRl mAb i

fMLP: Anti-FceRl mAb oponasa premosc¢avanje receptora

uzrokovano alergenom in vivo. fMLP je tripeptid koji

uzrokuje neimunolosku aktivaciju bazofila.

e Ako Anti-FceRlI mAb kontrola daje vrednost =10%
aktivisanih bazofila, uzorci se ne mogu evaluisati.

e Ako samo fMLP kontrola daje signal = 10%, ali ne i Anti-
FceRl mADb, testiranje je pravilno izvedeno, ali rezultati
testa se ne mogu evaluisati. Pacijent se smatra IgE non-
responderom.

e Ako su obe Anti-FceRI mAb i fMLP vrednosti <10%
aktivisanih bazofila, verovatna je tehni¢ka gresSka. Rezultat
testa treba smatrati nevazecim i test treba ponoviti.

e Sistemske antialergijske lekove kao &to su
kortikosteroidi, kromoglicinska kiselina (DSCG) treba
izbegavati najmanje 24 h pre uzimanja uzorka krvi.

INTERPRETACIJA REZULTATA

Flow CAST®rezultati se kategorizuju na sledeci nagin:

Rezultat Interpretacija

< cut-off negativan

> cut-off za jedno ili oba razblazenja .
pozitivan

alergena.

Tabela 3

STANDARDIZACIJA

Flow CAST® detektuje populaciju bazofila koji imaju
eksprimiran povrsinski ¢elijski marker CD63 kao % ukupnih
bazofila. Ne postoje medunarodno ili nacionalno priznati
referentni materijali ili referentni merni postupci za ovaj
analit.

Reproducibilnost od lota do lota je zagarantovana titracijom
konjugata anti-CD63-FITC i anti-CCR3-PE monoklonskih
antitela na kalibracione kuglice. Za procenu varijacije od
lota do lota, pogledati rezultate ponovljivosti u odeljku
.Karakteristike performansi*.

OGRANICENJA

e Flow CAST® rezultate testa treba interpretirati zajedno
sa drugim Klini¢kim i laboratorijskim nalazima.

e Da hi se utvrdili alergijski poremecaji povezani sa
lekovima, BAT testiranje treba da se uradi u roku od 6
meseci od alergijske reakcije (ref. 8).

e Proveriti da li je proSla najmanje jedna do dve nedelje
nakon alergijske reakcije pre nego Sto se izvede BAT
testiranje (ref. 8).

¢ Negativne rezultate dobijene za alergene iz lekova ne bi
trebalo koristiti za isklju€ivanje alergije.

e Ocekuje se da ¢e 5 do 10% pacijenata biti IgE-non
responderi. Za ove pacijente nece biti primeéeno
povecéanje ekspresije CD63 i pozitivan rezultat. Osobe
koje ne reaguju mogu se identifikovati koriS¢enjem
stimulacionih kontrola koje se isporuCuju sa Flow
CAST® testom (ref. 9).

e Nedovoljno napunjene K-EDTA epruvete (manje od
polovine) mogu dovesti do lazno negativnih rezultata.

e Ocekuje se interferencija sa rezultatima testa Flow
CAST® za pacijente koji su na terapiji omalizumabom
(XOLAIR®) (ref. 10).
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CUT-OFF | REFERENTNI INTERVALI

Ustanovljen je tehnicki cut-off od 5% aktivisanih bazofila,
gde su rezultati 25% CD63P°s indikovani kao aktivacija
bazofila.

Za svaki alergen poboljSana specificnost postize se
upotrebom cut-off vrednosti koja je specificna za alergen,
kao $to je navedeno u BUHLMANN Allergen Booklets
uputstvu.

Referentni intervali su utvrdeni prema CLSI C28-A3. Sto
dvadeset (120) uzoraka krvi iz centra za davaoce krvi je
stimulisano stimulacionim puferom ili Anti-FceRl mAb i
testirano prema standardnim protokolima i protokolima bez
pranja. Testiranje su vrsila tri operatera tokom 26 dana sa
dve serije Flow CAST® reagensa.

Kontrola |Protokol Referentni interval (90% CI) [% CD63P°%]
s 2,5-ti percentil 97,5-ti percentil

Stimulacioni |standardni 0,8(05-1,2) 4,6 (41-6,4)

pufer lyse-no-wash 0,9 (0,6 — 1,0) 4,2 (3,9-5,3)

Anti-FceR| |standardni 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)

Tabela 4

KLINICKE PERFORMANSE

Klinicke perfomanse Flow CAST® evaluisane su
sistematskim pregledom naucne literature. Jedanaest
recenziranih studija identifikovanih u sistematskoj pretrazi
literature koja pokriva vremenski period do novembra 2019,
jedna studija o otrovima insekata koji nisu identifikovani u
prvobitnoj pretrazi i dve studije o alergenima kikirikija
objavljene nakon 2019 su ukljuéene u analizu. Studije su
ispitivale moguénost Flow CAST®-a da diferencira osobe
sa alergijskim poremecajima i osobe koje nisu alergi¢ne.
Alergijski poremecéaji kod alergi¢nih osoba potvrdeni su ili
a) klinickom istorijom pacijenta, b) oralnim unosom hrane
na koju je osoba alergi¢na (OFC) ili provokacionim testom,
c) klinickom istorijom i laboratorijskim testiranjem (prick test
- SPT, slIgE) ili d) klinickom istorijom i OFC/ provokacionim
testom. Studije koje su koristile sIgE ili SPT kao jedinu
klinicku referencu su isklju¢ene. Rezultati su sumirani u
tabeli 5.

Flow CAST®



Senzitivnost|Alergi¢ne [Specifiénost|Kontrolna
Grupa N " "
alergena |studija medijana osobe medijana grupa
(opseq) (ukupno) |(opseg) (ukupno)
Namirnice
. 92% 93%
Inhalatqrnl 5 (81-100%) 311 (80-100%) 240
alergeni
Otrov 87% 79 96% 39
insekata (73-89%) (95-97%)
. 55% 91%
Lekovi 7 (0-68%) 227 (79-100%) 167
Tabela 5

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI

Preciznost unutar laboratorije: £25% CV za stimulus

Ponovljivost (unutar serije) i preciznost unutar laboratorije
utvrdeni su na osnovu CLSI smernice EP05-A3 i ISO
standarda 15197:2013. Cetiri uzorka krvi donora su
stimulisana stimulacionim puferom ili kontrolnim anti-
FceRl mAb. Za standardnu proceduru, koriScen je dizajn
studije sa 2 operatera x 4 dana x 1 serija x 4 ponavljanja.
Za lyse-no-wash, primenjen je dizajn studije 2 operatera x
1 dan x 4 serije x 4 ponavljanja. Replikati odgovaraju
nezavisnoj reakciji stimulacije i potpunoj proceduri analize.

Rezultati za stimulacionu kontrolu anti-FceRlI mAb
sumirani su u tabeli 6.
Izmedu dana
Srednja Unutar (A)
Protokol vrednost serije |lzmedu serija (B) |ukupno
estiranja|Donor | [%CD63] | n [%CV] [%CV] [%CV]
A 347 | 32| 88% 0,0% 15,9%
standard| B 90,3 |32 1,3% 2,0% 3,6%
(A C 824 |32 1,8% 0,0% 5,1%
D 914 |32 11% 4,5% 5,0%
E 895 |32 15% 1,1% 1,9%
lyse-no- I ¢ 740 | 32| 27% 3,5% 6,0%
wash
®) G 68,2 | 32| 42% 12,5% 15,5%
H 739 (32| 33% 2,9% 5,2%
Tabela 6

Reproducibilnost: £25% CV za stimulus

Reproducibilnost je ustanovljena na osnovu CLSI smernice
EP05-A3 i ISO standarda 15197:2013. Cetiri uzorka krvi
donora su stimulisana stimulacionim puferom ili kontrolnim
anti-FceRl mAb. Uzorci su analizirani u dve laboratorije
prema standardnom protokolu. Primenjen je dizajn studije 3
instrumenta/lota x 2 operatera x 1 dan x 5 ponavljanja.
Replikacija odgovara nezavisnoj reakciji stimulacije i
proceduri potpunr analize. Rezultati za kontrolu stimulacije
anti-FceRl mAb su sumirani u tabeli 7.

Srednja Unutar | |zmedu Izmedu
vrednost serije | operatera| lotoval/instru- |Ukupno
Donor [%CD63]| n [%CV] [%CV] menta [%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%
Tabela 7
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INTERFERIRAJUCE SUPSTANCE

Senzitivnost Flow CAST® testa na lekove, abnormalne
nalaze krvi i K-EDTA kao aditiv procenjena je prema CLSI
smernicama EPQ07-A2. Bias u rezultatu veé¢i od 20% za
stimulacionu kontrolu anti-FceRlI mAb i 20% CD63p°s
(apsolutno) za stimulacionu kontrolu fMLP smatrana je
interferencom. Pri  navedenim koncentracijama nisu
detektovane interferencije sa supstancama navedenim u
tabeli 8, u navedenim koncentracijama. Interferencija je
detektovana sa K-EDTA pri dvostrukoj koncentraciji K-
EDTA u epruveti za venepunkciju za jednog donora.

)Aktivna komponenta Test koncentracija [pg/mL]

Feksofenadin hidrohlorid 1,6
Cetirizin dihidrohlorid 4,35
Hidroksizin dihidrohlorid 0,27
Ketotifen 0,6
Montelukast 3,84
Prednizon 1,2
N-acetil-L-triptofan 30
Trigliceridi (Intralipid) 20 000
Bilirubin konugovan 400
Bilirubin nekonjugovan 400
Hemoliza 56 100

Tabela 8
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KRATKI PROTOKOLI

OPCIJA A: STANDARDNI PROTOKOL: LIZIRANJE | PRANJE (LYSE AND WASH)

Flow CAST®

Obelezene epruvete

!

50 pL stimulacionog pufera, kontrole ili alergena
dodati 100 L stimulacionog pufera
dodati 50 uL pune krvi pacijenta

c pazljivo izmesati
L J
dodati 20 pL reagensa za bojenje
c pazljivo izmesati i inkubirati 15 min na
37°C (vodeno kupatilo)
L d
dodati 2 mL (18-28°C) reagensa za liziranje
inkubirati 5-10 min nal8-28°C

c centrifugirati 5 min na 500 x g i
dekantovati ili aspirirati supernatant

dodati 300 pL pufera za ispiranje*
paZljivo izmes3ati

L i

Nastaviti analizu proto€nom citometrijom
VREME AKVIZICIJE ~30 MIN/ VREME ZA REZULTAT: ~ 1 SAT

* Napomena: U zavisnosti od proto€nog citometra koji se koristi, koli€¢inu pufera za ispiranje treba prilagoditi u odnosu na mrtvu zapreminu i gustinu ¢elija
kompatibilnu sa instrumentom.

OPCIJA B: ALTERNATIVNI PROTOKOL: LIZIRANJE BEZ ISPIRANJA (LYSE-NO-WASH PROTOKOL)

Flow CAST® |

Obelezene epruvete

!

50 pL stimulacionog pufera, kontrole ili alergena
dodati 100 pL stimulacionog pufera
dodati 50 pL pune krvi pacijenta

c pazljivo izmesati
¥y
dodati 20 pL reagensa za bojenje
c pazljivo izmesati i inkubirati 15 min na
37°C (vodeno kupatilo)

L
dodati 1.5£0.5 mL (18-28°C) reagensa za liziranje

L 4

Nastaviti analizu proto€nom citometrijom

VREME AKVIZICIJE ~ 20 MIN/ VREME ZA REZULTAT: ~ 1 SAT
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LOG IZMENA

Datum Verzija Izmena
Revizija odeljka analizia podataka i klinicke performanse
2023-06-21 A2 Uklju€ivanje broja notifikovanog tela CE znaku — postupak ocenjivanja usaglasenosti u

skladu sa IVDR 2017/746

IZVESTAVANJE O INCIDENTIMA U ZEMLJAMA EU

Ako se desio bilo kakav ozbiljan incident u vezi sa ovim medicinskim sredstvom, molimo da ga bez odlaganja prijavite
proizvodacu i nadleznom organu svoje drzave ¢Elanice EU.

OSTECENJE PRILIKOM TRANSPORTA

Ukoliko ste proizvod primili u odteCenom stanju, molimo da kontaktirate svog distributera.

Datum izdavanja: 2023-06-21
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SIMBOLI

BUHLMANN Kkoristite simbole i znae navedene i opisane u ISO 15223-1. Pored toga, koriste se sledeci simboli i znaci:

Simbol Objasnjenje

BUF | STIM Stimulacioni pufer

ICONTROL | STIM| | Stimulaciona kontrola

ICONTROL | FMLP| | Stimulaciona kontrola fMLP

REAG | STAIN Reagens za bojenje

REAG | LYS Reagens za liziranje

BUF | WASH Pufer za ispiranje

C€ous
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