BasoFlowEx Kit
Kat.c. ED7043

1. UrZeny Gcel prostifedku

Utel pouziti

BasoFlowEx Kit je uréeny pro testovani alergické
reakce  zprostfedkované protilitkami  IgE
analyzou expozice proteinu CD63 na povrchu
bazofilti po jejich stimulaci alergenem v lidské
periferni krvi s heparinem pomoci pritokové
cytometrie. Stimulaci je mozné provadét pomoci
komer¢né dostupnych alergenti.

< el s fyziologickym nebo Tnatrled

stavem

Klicovym bodem v diagnostice alergii je co
uzivana metoda koznich prick testli (SPT) se
vyznacuje nizkou spolehlivosti, a kromé toho muze
u pacientd  vyvolat zhor3eni alergického
onemocnéni. Proto je Zadouci vyuZivat testy in
vitro, jako je detekce specifickych protilatek IgE
vséru (sIgE) & analyza aktivaénich markert
bazofilt. Specificita stanoveni sIgE je v pfipadé
vétsiny alergenti dostateéné vysoka, ale senzitivita
byva pouze kolem 75%, kromé toho u nékterych
alergenu (zejména potravin a IékU) je senzitivita i
specificita detekce sIgE podstatné nizsi. Oproti
tomu se test aktivace bazofill (BAT) vyznacuje
nejen velmi vysokou specificitou, ale i vysokou
senzitivitou, a to i v pfipadé fady problematickych
antigena.

2. Princip testu

Principem testu je vyvolani aktivace bazofilt
in vitro v pfitomnosti senzibilizujiciho alergenu a
nasledné meéreni expozice aktiva¢niho znaku
bazofilti (proteinu CD63) na bunécném povrchu

pomoci  monoklonélni  protilaitky  metodou
pratokové cytometrie. Pokud je ve vzorku
pfitomno  dostatetné  mnoZstvi  alergenné

specifickych molekul IgE, které jsou navazané na
povrchu  bazofili  prostfednictvim  vysoko-
afinitniho  receptoru FcyRI, pfidany alergen
zpUsobi pfemosténi receptord, které vede k pIné
aktivaci bazofili spojené s procesem vyliti obsahu
zanétlivych mediatort z cytoplazmatickych granuli
vné buriky (degranulaci). Degranulace ma mimo
jiné za nasledek expozici transmembranového
proteinu cytoplazmatickych granuli CD63 na
povrch bazofild. Ten je nasledné detekovan
monoklonalni protilatkou anti-CDé63 (klon MEM-
259) konjugovanou s FITC. Populace bazofili je ve
smési leukocytl identifikovana monoklonalni
protilatkou anti-CD203c (klon NP4D6)
konjugovanou s PE. Pozitivni kontrolu predstavuje
vzorek, ve kterém jsou bazofily aktivované
monoklonalni protilatkou anti-IgE, ktera zastupuje
stimulacni  Gcinek  specifického  alergenu,
a chemotaktickym peptidem N-formyl-Met-Leu-
Phe (fMLP), ktery aktivuje bazofily pres fMLP
receptor (FPR1).

3. Poskytované materialy

ED7043-1 Stimulation Buffer - 5 kus vialek
obsahujicich lyofilizovany stimulaéni pufr, jedna
vialka je uréena pro stimulaci 20 zkumavek.
ED7043-2 Stimulation Control - 2 kusy vialek
obsahujicich lyofilizovany stimulant pozitivni
kontroly, jedna vialka je uréena pro stimulaci 25
pozitivnich kontrolnich vzorkd.

ED7043-3 Staining R - 1 vialka obsahujici
2 ml koktejlu protilatek: anti-CDé63 znacena FITC
+ anti-CD203c znacena PE.

ED7043-4 Lysing Solution - lahvic¢ka s lyza¢nim
roztokem, 30 ml.

4. Nutné, ale neposkytované materialy
Alergeny

5ml zkumavky pro barveni bunék (12 x 75 mm)
Fosfatovy pufr (PBS)

Ultracista demineralizovana voda

5. Nutna zafizeni

Sada automatickych pipet s jednorazovymi
Spickami

Vortex

Termostat umoznujici inkubovat zkumavky pfi
37°C

Centrifuga s rotorem pro zkumavky

Pratokovy cytometr - excitace modrym laserem
488 nm, emise zareni pfi 525 nm (FITC) a pfi
575 nm (PE)

6. Skladovani a manipulace

BasoFlowEx Kit skladujte pfi teploté 2-8°C.
Soupravu je nutno chranit pred slunecnim
zafenim. Doba pouzitelnosti je vyznacena na
jednotlivych reagenciich i na krabici soupravy.
Informace o skladovani rekonstituovanych
reagencii jsou uvedeny v oddile 9.

7. Vystrahy, predb&Zna opatfeni
a omezeni

e Souprava je ur¢ena pro In vitro diagnostiku v
laboratofich mimo USA a Kanadu. Souprava je
ve shodé s evropskou smérnici pro In vitro

diagnostické zdravotnické prostiedky
98/79/EC.

NepouZivejte reagencie po uplynuti doby
pouzitelnosti.

e Chrante obsah vialek pfed kontaminaci.

e Vzroky krve jsou povazovany za potenicalné
infekéni materidl, pracujte vyhradné v
ochrannych rukavicich a pfi praci dodrzujte
spravné postupy pro zachazeni s potencialné
infekénim materialem.

o Staining Reagent (ED7043-3) nevystavujte
dlouhodobému ptisobeni svétla.

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

H-véty

H302+H312+H332: Zdravi skodlivy pfi poziti, pfi
styku s kazi a pfi vdechovani.

H317: Mize vyvolat alergickou kozni reakci.

H351: Podezfeni na vyvolani rakoviny.

P-véty

P270: Pfi pouZivani tohoto vyrobku nejezte,
nepijte ani nekurte.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny
odév / ochranné bryle / obli¢ejovy stit.

P301+312: PRI POZITI: Necitite-li se dobre,
volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACN{
STREDISKO nebo lékafe.

P302+352: PRI STYKU S KUZI: Omyjte velkym
mnozstvim vody a mydlem.

P305+351+338: PRI ZASAZEN{ OCi: Nékolik
minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je
Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

P501: Odstrarite obsah/obal v autorizovaném
misté sbéru nebezpecnych odpadu.

Uplné informace o potencialnich nebezpecich
a bezpe¢ném zpusobu prace s vyrobkem
najdete v bezpecnostnim listu produktu.
Vzorek krve mlze obsahovat nedostatecné
mnozstvi bazofil(i pro provedeni testu.
Nékteré vzorky krve mohou obsahovat
bazofily, které nejsou stimulovatelné.

Kvalita pouZitého stimula¢niho alergenu
ovliviiuje spolehlivé provedeni testu.
Pratokovy cytometr miize poskytovat 3patné
hodnoty, pokud neni pravidelné kalibrovan

a udrzovan.

Pokud nejsou fluorescenéni signaly spravné
kompenzovany nebo nejsou spravné umistény
regiony (gate) pro pozitivni a negativni buriky,
pak mohou byt data nespravné interpretova-
na.

Vzorky analyzujte nejpozdéji do 2 hodin po
obarveni.

Pratokovy cytometr pravidelné kalibrujte
pomoci fluorescencnich kulicek, aby byla
zajisténa stabilni citlivost detektor(.
NedodrZeni doporu¢eného postupu méreni a
analyzy mGze ovlivnit vysledky testu.

8. Vzorek

Vysetfeni se provadi na krvi odebrané do
zkumavky s heparinem.

Krev musi byt odebrana do zkumavky s
heparinem. Postupujte podle pokyn( vyrobce
zkumavky a ujistéte se, Ze je dosazeno spravného
plniciho objemu krve.

Antikoagulanty EDTA a citrat rusi analyzu.
Vzorky krve skladujte pfi laboratorni teploté.
Vzorky krve zpracujte nejdéle do 8 hodin po
odbéru za predpokladu, Ze jsou skladovany za
laboratorni teploty.

Béhem barveni vzorkll chraiite obsah zkumavek
pred kontaminaci vzdusnymi alergeny (pyly,
prachové castice), které mohou falesné zvysit
pocet aktivovanych bazofild

9. Postup

Priprava reagencii

1. Lyofilizovany stimula¢ni pufr (Stimulation
Buffer) pred pouzitim rekonstituujte pomoci
2 ml demineralizované vody. Nespotiebované
mnozstvi  stimulaéniho  pufru je mozné
skladovat v lednici (2-8°C) nejdéle 5 dni,
pfipadné zamrazit pfi <-20°C po vhodnych
alikvotech pro dalsi pouziti. Vyvarujte se
opakovaného zamrazovani arozmrazovani
roztoku.

. Lyofilizovany

N

stimulant  pozitivni  kontroly
(Stimulation  Control) pred pouzitim
rekonstituujte  pomoci  0,25ml  demine-
ralizované vody. Nespotiebované mnozstvi
stimulantu je mozné skladovat v lednici
(2-8 °C) nejdéle 30 dni, pfipadné zamrazit pfi
<-20°C po vhodnych alikvotech pro dalsi
pouziti. Vyvarujte se opakovaného zamrazovani
a rozmrazovani roztoku.

. Ostatni reagencie (Staining Reagent, Lysing
Solution) jsou pfipravené pro okamzité pouziti.
Postup zkousky

Pro vysetfeni jednoho vzorku krve je tfeba
pripravit negativni kontrolu, pozitivni kontrolu a
potiebny pocéet zkumavek stimulovanych
testovanymi alergeny. Pro stimulaci je mozné
pouZzit rtizné komeréni alergeny. Vzorky pfipravte

w

podle nasledujiciho postupu:

1. Do zkumavek uréenych pro:

o alergenem stimulovany vzorek napipetujte

10 pl alergenu,

negativni kontrolni vzorek nepipetujte nic,

pozitivni kontrolni vzorek napipetujte 10 pl

rekonstituovaného stimulantu (Stimulation

Control), nebo pouzijte jednotestovou

zkumavku s lyofilizovanym alergenem

(EXBIO).

Do vsech zkumavek napipetujte 100 pl

rekonstituovaného stimula¢niho pufru

(Stimulation Buffer).

Do vsech zkumavek napipetujte 100 pl krve

s heparinem a zkumavky promichejte pomoci

vortexu.

4. Zkumavky inkubujte pfi teploté 37 °C po dobu
15 minut ve vodni lazni nebo 25 minut v
inkubatoru.

. Poté do vSech zkumavek napipetujte 20 pl
koktejlu protilatek (Staining Reagent),
zkumavky promichejte pomoci vortexu a
inkubujte 20 minut v lednici pfi 2-8 °C nebo na
ledu.

. Poté pridejte 300 ul lyzaéniho roztoku (Lysing
Solution), zkumavky promichejte pomoci
vortexu a inkubujte 5 minut pfi laboratorni
teploté.

. Do zkumavek pridejte 3-4 ml demineralizova-

né vody, promichejte pomoci vortexu a

inkubujte pfiblizné 5-10 minut pfi laboratorni

teploté, dokud nedojde k lyzi ¢ervenych
krvinek.

Centrifugujte zkumavky 5 minut pfi 300 g.

Odstranite supernatant a resuspendujte

sediment pomoci 0,2-0,4 ml pufru PBS.

10.Vzorky zméfte priitokovym cytometrem
nejpozdéji do 2 hodin od obarveni.

Anal M z

vpr cy u
Obarvené  vzorky analyzujte  pratokovym
cytometrem. Jelikoz by mélo byt analyzovano
minimalné 200 bazofili, zméfte cytometrem
50 000-10 0000 udalosti od kazdého vzorku.
Provedte kompenzaci fluorescencnich signall
namérenych dat (FITC a PE kanal).
Namérena data zobrazte v grafu side-scatter (SSC)
versus intenzita fluorescence v PE kanalu (FL2)
a ohranicte vhodnym regionem populaci bazofil,
které jsou CD203c pozitivni (CD203cPos) a maji
nizky SSC (SSClow), jak je znazornéno na obrazku 1
(kvali odlidné expresi CD203c u nestimulovaného
a stimulovaného vzorku je tfeba umisténi regionu
upravit pro kazdy vzorek zvlast).
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Obr. 1 Ohraniceni populace bazofilii (CD203cros /
SSClow),

CD203c PE
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Poté zobrazte ohrani¢ené bazofily v histogramu,
kde na ose X je vynesena intenzita fluorescence ve
FITC kanalu (FL1), jak je zndzornéno na obrazcich
2a,b,c. Pomoci negativni kontroly nastavte region
odpovidajici CD634m populaci, ktera predstavuje
neaktivované bazofily. Poté spocitejte
procentuelni zastoupeni aktivovanych bazofilG,
které jsou CDé3bright, v jednotlivych alergenem
stimulovanych vzorcich a u pozitivni kontroly.

Obr. 2a Histogram populace bazofili po stimulaci
alergenem.
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Obr. 2b Histogram populace bazofili negativni
kontroly.
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Obr. 2c Histogram populace bazofili pozitivni
kontroly.

3
64
=5
=
[&]
a4
IIU.D , 891
i’ T
74
0 gy T T T
01 10° 10t 10°
CD&3FITC
Vypotty a interpretace vysledkt
Vypocitejte procento aktivovanych bazofilt

(CD63eright) ve vzorcich stimulovanych alergenem
a ve vzorku pozitivni kontroly.

P¥i hodnoceni testu je tfeba brat v ivahu hranici
pozitivity testu pro jednotlivé skupiny alergent,
kterou by si méla ustanovit kazda laboratof.
Hrani¢ni hodnota pozitivity testu byva obycejné
nastavena nasledovné:

inhala¢ni a potravinové alergeny 215%

jed blanokfidlého hmyzu 210%

léky 25 %
25%

Hodnoceni testu neni mozné provést, pokud
pozitivni kontrola vykazuje méné nez 20 %
aktivovanych bazofild.

10. Vlastnosti analytické funkce

PFesnost (opak | a reprodul | )
Opakovatelnost a reprodukovatelnost méfeni byla
stanovena duplicitnim méFenim Sesti

sensitizujicimi alergeny nezavisle péti operatory
na jednom vzorku krve za  stejnych
experimentalnich podminek. Metodou analyzy
rozptyl byly stanoveny nasledujici parametry
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti méfeni:

(C\/opakovatelnost =24%
CVreprodukovatelnost = 3 4 9%

11. Vlastnosti klinické funkce

Specificita a Citlivost

Specificita a Citlivost metody byla stanovena
srovnavacim mérenim soupravy BasoFlowEx Kit
se dvéma komercné dostupnymi BAT soupravami
(A, B). Srovnani bylo provedeno v rutinnim
provozu klinické laboratore na 100 vzorcich.

Souprava
BasoFlowEx BasoFlowEx
Parametr vs. vs. vs.
Souprava A Souprava B Souprava
A
Citlivost
9 9 94,7
%) 6.6 85,
Specificita
82,9 79.3 69,2
)
Od&ekavané hodnoty

Prdmérnd hodnota poctu aktivovanych bazofilli
zmérenych v pozitivnich kontrolach 20 krevnich
vzork(i je uvedena v nasledujici tabulce. Pocet
aktivovanych bazofild u vzork( stimulovanych
alergenem se muze teoreticky pohybovat
v rozmezi 0-100 %.

Pramér
(%)
77,3 19.4 251

Parametr SD CV (%)

Aktivované
bazofily
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13. Vyrobce
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
25250 Vestec
Czech Republic

info@exbio.cz
technical@exbio.cz
orders@exbio.cz
www.exbio.cz

14. Ochranné znamky
n/a

15. Historie revizi

e Verze 1, ED7043_IFU_v1

Prvni vydani.

e Verze 2, ED7043_IFU_v2

Zmeéna textu v sekci Upozornéni: Text ,Souprava
je ur¢ena pro profesionalni uzivatele" odstranéno
a nahrazeno ,Souprava je urcena pro In vitro
diagnostiku a  vyhovuje pozadavkim NV
453/2004 Sb., které je harmonizovano s
evropskou smérnici pro In vitro diagnostické
zdravotnické prostredky 98/79/EC".

e Verze 3, ED7043_IFU_v3

Varovny text byl zménén z ,reagencie Lysing
Solution (ED7043-4) obsahuje < 5%
formaldehydu“ na ,reagencie Lysing Solution
(ED7043-4) obsahuje formaldehyd a methanol“.
R- a S-véty a symboly nebezpecnosti byly
zménény na H- a P-véty a GHS symboly podle
nafizeni (ES) ¢. 1272/2008.

o Verze 4, ED7043_IFU_v4

Text ,(napi. urfenych pro kozni testy)* byl
odstranén z ¢asti PouZiti soupravy.

Text ,(napf. pro kozni testy)“ byl odstranén z ¢asti
Potiebné vybaveni a materidl, ktery neni dodavan.
Text ,napf.:. vhodné fedéné (1-10x) alergeny
pouzivané pro kozni testy” byl odstranén z asti
Postup testu.

e Verze 5, ED7043_IFU_v5

Zména loga vyrobce a vzhledu Navodu k pouziti.
Pfidano omezeni pro skladovani: “Chranit pred
slune¢nim zarenim”.

Do sekce Vzorek byl pfidan text ,Postupujte podle
pokynli vyrobce zkumavky a ujistéte se, Ze je
dosazeno spravného plniciho objemu krve".

Do oddilu Skladovani a manipulace byl pfidan text
Jnformace o skladovani rekonstituovanych
reagencii jsou uvedeny v oddile 9.

Zména PSC vyrobce z 25242 na 25250.

V sekci ,Vystrahy, pfedbézna opatfeni a omezeni*
byl pridan text ,Uplné informace o potencialnich
nebezpecich a bezpecném zplsobu prace s
vyrobkem najdete v bezpecnostnim listu
produktu.”

e Verze 6, ED7043_IFU_vé

Byl upfesnén text definujici omezeni pouziti
produktu.

e Verze 7, ED7043_IFU_v7

V sekci Postup zkousky doplnéna v bodé 1
nasledujici véta: “nebo pouzijte jednotestovou
zkumavku s lyofilizovanym alergenem (EXBIO).”
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Vyrobce

Produkt je urcen pro In Vitro diagnostické pouZziti. In vivo diagnostické nebo terapeutické aplikace
jsou zakazany.

Vyrobky nesméji byt pouzity k dalsimu prodeji nebo pfevodu tfetim osobam ani jako samostatny
vyrobek, ani jako souast vyroby jiného vyrobku bez pisemného souhlasu EXBIO Praha, a.s.
EXBIO Praha, a.s. nenese odpovédnost za porudeni patentu ani za zadné dalsi poruseni prav
dusevniho vlastnictvi, ke kterym muaze dojit pfi pouzivani téchto produktt. Objednavky na
vsechny produkty jsou pfijimany v souladu s pravidly a podminkami dostupnymi na www.exbio.cz.
EXBIO, EXBIO Logo a v3echny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim spole¢nosti EXBIO
Praha, a.s.
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