Kit BasoFlowEx
Ref. ED7043

1. Objetivo previsto

Uso previsto

El Kit BasoFlowEx esta destinado al examen por
citometria de flujo de las reacciones alérgicas
mediadas por IgE mediante el andlisis de la
exposicion del antigeno CD63 en los basdfilos en
sangre humana entera heparinizada tras la
estimulacion con alérgenos. Para la estimulacion
se pueden utilizar alérgenos disponibles en el
mercado.

Contexto de un estado fisiol6gico o patolégico
El punto crucial en el diagnéstico de una alergia
es determinar el alérgeno causante. La fiabilidad
del método de prueba de puncion cutanea (SPT),
utilizado habitualmente, es baja y esta prueba
puede favorecer la enfermedad alérgica del
paciente. De ahi que sean aconsejables las
pruebas /n vitro, como la deteccién de IgE
especifica en suero (sIgE), o el andlisis de
marcadores de activacion de baséfilos. Aunque la
especificidad de la deteccion de sIgE es
suficiente para la mayoria de los alérgenos, el
porcentaje de su sensibilidad suele ser sélo del
75. Ademds, en el caso de los alérgenos
alimentarios 'y farmacolégicos, tanto Ila
sensibilidad como la especificidad de la deteccion
de sIgE son mucho menores. Por el contrario, la
prueba de activacion de baséfilos (BAT) muestra
una especificidad muy alta y también una alta
sensibilidad, incluyendo muchos alérgenos
problematicos.

2. Principio de prueba

El ensayo BAT se basa en la estimulacion in vitro
de los basdfilos utilizando un alérgeno
sensibilizante y el posterior analisis por
citometria de flujo de la exposicion al antigeno
CD63 externalizado en la superficie de los
baséfilos tras la degranulacion. Si hay una
cantidad suficiente de moléculas de IgE
alergeno-especificas unidas a los receptores
Fcede alta afinidad de la superficie celular del
basdfilo, las moléculas alergénicas reticulan los
receptores, lo que provoca la activacion
completa del basoéfilo. Como consecuencia, los
granulos citoplasmaticos que contienen la
proteina transmembrana CD63 se fusionan con
la membrana plasmética y liberan mediadores
inflamatorios. Por lo tanto, el antigeno CDé63 se
expone como un marcador de la activacion de los
basofilos (degranulacién). El antigeno CDé3
expuesto se detecta mediante tinciéon con
anticuerpo monoclonal (clon MEM-259, marcado
con FITC). La poblacién de basofilos se identifica
mediante tincién con anticuerpo monoclonal
anti-CD203c (clon NP4Dé6, marcado con R-
ficoeritrina (PE)). Se estimula una muestra de
control  positivo utilizando un  anticuerpo
monoclonal contra la molécula IgE que imita el
proceso de entrecruzamiento alergénico de las
moléculas IgE en la superficie de los baséfilos y
utilizando un péptido quimiotactico N-formil-
Met-Leu-Phe (fMLP) que activa los basdfilos a
través del receptor fMLP (FPR1).

3. Reactivos suministrados

ED7043-1 Tampén de estimulacién - 5 viales
liofilizados, 1 vial sirve para la estimulacién de 20
tubos.

ED7043-2 Control de estimulacién - 2 viales
liofilizados, 1 vial sirve para la estimulacién de 25
controles positivos.

ED7043-3 Reactivo de tincién - 1 vial con 2 ml
de cdctel de anticuerpos premezclados: anti-
CDé63, marcado con FITC + anti-CD203c,
marcado con PE.

ED7043-4 Solucién de lisis- 30 ml.

4. Materiales
suministrados
Alérgenos
Tubos de ensayo de 5 ml adecuados para la
tincién de sangre

(por ejemplo, 12 x 75 mm)

Tampon PBS

Agua desmineralizada ultrapura

necesarios pero no

5. Equipamiento necesario

Pipetas automaticas con puntas desechables
Agitador vértex

Termostato capaz de incubar tubos de ensayo a
37°C

Centrifugadora con rotor para tubos de ensayo
Citémetro de flujo - excitacion laser azul a 488
nm, emision de luz a 525 nm (FITC) y 575 nm
(PE)

6. Almacenamiento y manipulacién
Almacene el Kit BasoFlowEx a 2-8°C.
Manténgalo alejado de la luz solar. La fecha de
caducidad figura en las etiquetas de los viales y
en la caja.

Véase la seccion 9: "Procedimiento-Preparacion

del reactivo" para obtener informacién sobre la
conservacion de los reactivos reconstituidos y su
estabilidad en uso.

7. Advertencias,

limitaciones de uso

e Destinado al diagnéstico in vitro en

laboratorios fuera de los EE. UU. y Canada.

Este kit CE-IVD es conforme con la Directiva

europea 98/79/CE.

o No utilice reactivos después de su fecha de

caducidad.

Evite la contaminacion de los reactivos.

Las muestras de sangre se consideran

potencialmente infecciosas y deben

manipularse con cuidado.

Evite la exposicion prolongada del reactivo de

tincion (ED7043-3) a la luz.

e La solucion de lisis (ED7043-4) contiene
formaldehido y metanol.

precauciones Y

Frases H

H302+H312+H332: Nocivo en caso de
ingestion, contacto con la piel o inhalacion.
H317: Puede provocar una reaccion alérgica
en la piel.

H351: Se sospecha que provoca cancer.

Frases P

P270: No comer, beber ni fumar durante su
utilizacion.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara
de proteccion.

P301+P312: EN CASO DE INGESTION:
Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la persona se
encuentra mal.

P302+P352: EN CASO DE CONTACTO CON
LA PIEL: Lavar con abundante agua.
P305+P351+P338: EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: Enjuagar con agua
cuidadosamente durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto cuando estén
presentes y pueda hacerse con facilidad.
Proseguir con el lavado.

P501: Eliminar el contenido/el recipiente en
una instalacion autorizada para residuos
peligrosos.

Consulte la ficha de datos de seguridad del

producto para obtener informacién completa

sobre los peligros potenciales y cémo trabajar
con el producto de forma segura.

e La muestra de sangre puede contener un

numero insuficiente de baséfilos.

Los baséfilos de algunas muestras de sangre

no son susceptibles de estimulacion.

La fiabilidad del ensayo depende de la calidad

del alérgeno.

o El citometro de flujo puede producir
resultados falsos si el dispositivo no se ha
realizado una alineacién y mantenimiento
correctos.

e Los datos se pueden interpretar
incorrectamente si las senales fluorescentes
no se compensaron correctamente o si las
puertas se ajustaron de forma imprecisa.

e Las muestras tintadas deben analizarse dentro
del plazo normalizado y, como méaximo, 2
horas después de la lisis.

o El citometro de flujo debe calibrarse de forma
rutinaria utilizando microesferas fluorescentes
para garantizar una sensibilidad estable de los
detectores.

e Cualquier incumplimiento del procedimiento

de ensayo puede producir resultados falsos.

8. Muestras

Utilice sangre humana entera heparinizada para
el examen.

La sangre debe recogerse en un tubo que
contenga heparina. Siga las instrucciones del
fabricante del tubo para garantizar que se
alcanza el volumen de llenado correcto.

Los anticoagulantes EDTA y citrato afectan
negativamente a los resultados del anélisis.

Las muestras de sangre deben conservarse a
temperatura ambiente.

Las muestras de sangre deben tratarse en las 8
horas siguientes a su recogida si se conservan a
temperatura ambiente.

Los aeroalérgenos (polen, acaros, polvo) pueden
contaminar los tubos abiertos en el laboratorio y
provocar un aumento de la emisién de fondo.

9. Procedimiento

Preparacién de los reactivos

1. Reconstituya el tampén de estimulacion
liofilizado con 2 ml de agua desmineralizada.
Almacene el volumen no utilizado del tampén
a2-8° C un maximo de 5 dias.
Alternativamente, el tampén se puede
repartir en alicuotas, congelarse una vez y
almacenarse a <-20° C para su uso posterior.
Evite los ciclos repetidos de
congelacién/descongelacion.

2. Reconstituya el control de estimulacion
liofilizado utilizando 0,25 ml de agua
desmineralizada. Almacene el volumen no

utilizado del reactivo a 2-8° C un maximo de
30 dias. Alternativamente, el reactivo se
puede repartir en alicuotas, congelarse una
vez y almacenarse a <-20° C para su uso
posterior. Evite los ciclos repetidos de
congelacion/descongelacion.

3. Los demas reactivos (reactivo de tincién,
solucién de lisis) estan listos para su uso.

Procedimiento de examen

Para el examen de una muestra de sangre,

prepare los tubos de ensayo para el control

negativo, el control positivo y para las muestras
que se van a estimular con diferentes alérgenos.

Para la estimulacion pueden utilizarse diversos

alérgenos disponibles en el mercado. Prepare las

muestras segun el procedimiento siguiente.

1. Afada en el tubo de:

* muestra estimulada con alérgeno - 10 pl de
alérgeno,

muestra de control negativo - nada,

muestra de control positivo - 10 pl de

control de estimulacion o utilizar un tubo
de alérgeno liofilizado (EXBIO).

. Afiada 100 pl de tampdn de estimulacion en

todos los tubos.

. Afiada 100 pl de sangre entera heparinizada a

todos los tubos y agite suavemente.

Incube los tubos a 37° C durante 15 minutos

en bafio de agua o 25 minutos en incubadora

de aire.

Anada 20 pl de reactivo de tincion a todos los

tubos, agite suavemente e incube durante

20 minutos a 2-8° C o en hielo.

. Afiada 300 pl de solucidn de lisis en todos los

tubos, agite suavemente e incube durante
5 minutos a temperatura ambiente.

7. Ahada 3-4 ml de agua desmineralizada a todos
los tubos, agite suavemente e incube durante
5-10 minutos a temperatura ambiente hasta
que los eritrocitos estén lisados.

8. Centrifugue los tubos durante 5 minutos a
300x g.

9. Elimine el sobrenadante y resuspenda el pellet
en 0,2-0,4 ml de tampon PBS.

10. Analice las muestras con un citémetro de
flujo en las 2 horas siguientes a la tincion.

Andlisis de los datos de la citometrfa de flujo
Analice las muestras tintadas utilizando un
citometro de flujo. Para analizar un numero
suficiente de basdfilos (>200), adquiera 50 000-
100 000 eventos por muestra. Compense sus
datos (canales FITC y PE) antes o después de la
adquisicion.

Visualice los datos compensados en el grafico de
puntos de dispersion lateral (SSC) frente a la
intensidad de fluorescencia en el canal PE (FL2).
Configure la puerta para la poblacion de
basofilos  (CD203c positivo,  SSC balo)  como  se
muestra en la figura 1. La puerta debe ajustarse
individualmente para cada muestra.
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Fig. 1 Delimitacion de la poblacion de basdfilos
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A continuacién, se representan los basofilos en
un histograma que se muestra en las figuras 2a,
b, ¢, donde el eje X representa la intensidad de
fluorescencia en el canal FITC (FL1). Ajuste la
puerta para los basofilos no estimulados (CPé3dim)
utilizando la muestra de control negativo.

Fig. 2a Histograma de los basdfilos estimulados
por alérgenos.
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Fig. 2b Histograma de los basdfilos de control
negativo.
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Fig. 2c Histograma de los basdfilos de control
positivo.
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Célculo e interpi i6n de los Itad:
analfticos

Calcule el porcentaje de basofilos activados
(CDé3brillante) en |as muestras estimuladas con
alérgenos y en la muestra de control positivo.

Se considera que los individuos son alérgicos a
los alérgenos probados cuando el porcentaje de
basofilos activados supera el valor de corte. Los
valores de corte recomendados para los grupos
de alérgenos son los siguientes:

Inhalantes y alérgenos alimentarios 215%
Venenos de himendpteros 210 %
Drogas 25%

Si la muestra de control positivo muestra una
activacion de basofilos <20 %, las muestras
estimuladas con alérgenos no se pueden
interpretar.

10. Rendimiento analitico

Precision (repetibilidad y reproducibilidad)

La repetibilidad y reproducibilidad del ensayo se
determind a partir de los datos medidos por
cinco operadores utilizando seis alérgenos
sensibilizantes en dos paralelos sobre una
muestra de sangre en las mismas condiciones
experimentales. Mediante el andlisis de la
varianza se calcularon los siguientes parametros:

Repetibilidad C\/ = 2.4 %
Reproducibilidad <V = 3,4 %



11. Rendimiento clinico

Especificidad y sensibilidad

La especificidad y la sensibilidad del ensayo se
determinaron comparando el kit BasoFlowEx con
dos pruebas BAT de la competencia disponibles
en el mercado. La comparacion se llevé a cabo en
un laboratorio clinico de rutina con 100 pruebas.

B
Parametro frenteala frenteala frenteala
competenci:
A B A
Sensibilidad
(%) 96,6 85,9 94,7
Especificidad 82,9 793 692
Valores previstos

A continuacién se indica el nimero medio de
basdfilos activados medido en 20 muestras de
control positivo. En teoria, el numero de
baséfilos activados en la muestra estimulada por
alérgenos puede variar en un intervalo de 0-100
%.

[ _Parametro [ Media(%) | SD [ cviw
|__Basofilos activados | 77.3 | 19,4 | 25,1
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13. Fabricante
EXBIO Praha, a.s.
Nad Safinou Il 341
252 50 Vestec
Republica Checa

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

14. Marcas registradas
n/a

15. Historial de revisiones

o Version 1, ED7043_IFU_v1

Lanzamiento inicial

o Version 2, ED7043_IFU_v2

Un cambio de texto en la seccién Precauciones:
se ha eliminado el texto "Destinado Unicamente
a uso profesional" y se ha sustituido por
"Destinado al diagndstico in vitro en laboratorios
fuera de los EE. UU. y Canada. Este kit CE-IVD es
conforme con la Directiva europea 98/79/CE
sobre productos sanitarios para diagndstico in
vitro".

 Version 3, ED7043_IFU_v3

El texto de la advertencia se cambi6 de "La
solucion de lisis (ED7043-4) contiene < 5 % de
formaldehido" a "La solucién de lisis (ED7043-4)
contiene formaldehido y metanol".

Las frases Ry Sy el simbolo de peligro se han
sustituido por las frases Hy P y los simbolos del
GHS de conformidad con el Reglamento (CE) n.°
1272/2008.

o Version 4, ED7043_IFU_v4

Se ha eliminado el texto "por ejemplo, utilizado
para pruebas de punciéon" de la seccién Uso
previsto.

Se ha suprimido el texto "(por ejemplo, para las
pruebas de puncion)' de la seccién Material
necesario no suministrado.

Se ha eliminado el texto "por ejemplo, prueba de
puncién con alérgenos en una dilucién adecuada
(1-10x)" de la seccién Procedimiento de ensayo.
o Version 5, ED7043_IFU_v5

El logotipo de la empresa ha cambiado.

El disefio de la IFU ha cambiado.

La frase "mantener alejado de la luz solar" se ha
afadido a la seccion Almacenamiento.

Se ha anadido el texto "Siga las instrucciones del

fabricante del tubo para garantizar que se
alcanza el volumen de llenado correcto” en la
seccion Muestras.

En la secciéon Almacenamiento y manipulacion se
ha afadido el texto "Véase la seccion 9:
"Procedimiento-Preparacion del reactivo" para
obtener informacién sobre el almacenamiento de
los reactivos reconstituidos y su estabilidad en
uso".

El codigo postal del fabricante ha cambiado de
25242 a 25250.

En la seccién Advertencias, precauciones y
limitaciones de uso se ha afiadido el texto
"Consulte la ficha de datos de seguridad del
producto para obtener informacion completa
sobre los peligros potenciales y cémo trabajar
con el producto de forma segura".

o Versién 6, ED7043_IFU_v6

Se ha perfeccionado el texto sobre la limitacion
de uso del producto.

e Version 7, ED7043_IFU_v7

En la seccion Procedimiento de examen, se ha
anadido la siguiente frase al punto 1: “o utilizar
un tubo de alérgeno liofilizado (EXBIO).”

exbio

Kit BasoFlowEx
100 pruebas | N.° ref. ED7043

ivo]  CE€

Instrucciones de uso

Version ED7043_IFU_v7_ES
Fecha de emision: 08-04-2024

Simbolos

Numero de catalogo

Codigo de lote

Fecha de caducidad

Limites de temperatura

Mantener alejado de la luz solar

Productos sanitarios para diagndstico in vitro
Marcado CE de conformidad

Consultar las instrucciones de uso

Fabricante

El producto es adecuado para uso diagnéstico in vitro. Las aplicaciones diagndsticas o terapéuticas
in vivo estan estrictamente prohibidas.

Los productos no se utilizardn para su reventa o transferencia a terceros, ya sea como producto
independiente o como componente de fabricacién de otro producto, sin el consentimiento por
escrito de EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. no se responsabiliza de la infraccidon de patentes o de cualquier otra violaciéon de
los derechos de la propiedad intelectual que pueda producirse con el uso de los productos. Los
pedidos de todos los productos se aceptan sujetos a los Términos y condiciones disponibles en
www.exbio.cz. EXBIO, el logotipo de EXBIO y todas las demas marcas comerciales son propiedad
de EXBIO Praha, a.s.
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