BasoFlowEx Kit
Kat.c. ED7043
1. Ukel urtenia pomdcky

Utel pouzitia

BasoFlowEx Kit je uréeny na testovanie alergickej
reakcie sprostredkovanej protilatkami  IgE
analyzou expozicie proteinu CD63 na povrchu
bazofilov po ich stimulacii alergénom v ludskej
periférnej krvi s heparinom pomocou prietokovej
cytometrie. Bazofily je mozné stimulovat
pomocou komeréne dostupnych alergénov.

Suvislost s fyziologickym alebo patologickym
stavom

Kla¢ovym bodom pri diagnostikovani alergii je ¢o
najpresnejSie stanovenie pricinného alergénu.
Bezne pouzivana metdda koznych testov (SPT) sa
vyznacuje nizkou spolahlivostou, a okrem toho
moéZe u pacienta vyvolat zhorSenie stavu
alergického ochorenia. Preto je dolezité vyuZivat
moznost testovania /in vitro, ako je detekcia
Specifickych protilatok IgE v sére (sIgE), ¢i analyza
aktivaénych markerov bazofilov. Specifi¢nost
stanovenia sIgE je v pripade vacsiny alergénov
dostatocne vysoka, ale senzitivita byva zvacsa iba
okolo 75%, okrem toho u niektorych alergénov
(hlavne u potravin a liekov) je senzitivita i
Specificnost detekcie sIgE podstatne nizsia. Oproti
tomu test aktivacie bazofilov (BAT) sa vyznacuje
nielen velmi vysokou Specificnostou, ale aj
vysokou senzitivitou, a to aj v pripade mnoZstva
problematickych antigénov.

2. Princip testovania

Principom testu je vyvolanie aktivacie bazofilov /in
vitro v pritomnosti senzibilizujuceho alergénu a
nasledné meranie expozicie aktivaéného znaku
bazofilov (proteinu CD63) na bune¢nom povrchu
pomocou monoklonalnej protilatky metddou
prietokovej cytometrie. V pripade, Ze je vo vzorke
krvi pritomné dostato¢né mnozstvo alergén-
Specifickych molekul IgE, ktoré st naviazané na
povrchu bazofilov prostrednictvom  vysoko-
afinitného receptoru FcyRI, spdsobi pridany
alergén premostenie receptorov, ktoré vedie
k plnej aktivacii bazofilov spojenej s procesom
vyliatia obsahu zadpalovych mediatorov z
cytoplazmatickych granuli  vnutri bunky
(degranulacii). Degranulacia ma okrem iného za
nasledok aj expoziciu transmembranového
proteinu cytoplazmatickych granuli CD63 na
povrchu bazofilov. Ten je nasledne detekovany
monoklondlnou protilatkou anti-CD63  (klon
MEM-259) konjugovanou s FITC. Populacia
bazofilov je v zmesi leukocytov identifikovana
monoklonalnou protilatkou anti-CD203c
(klon NP4D6) konjugovanou s PE. Pozitivhu
kontrolu predstavuje vzorka, v ktorej st bazofily
aktivované monoklonalnou protilatkou anti-IgE,
ktora zastupuje stimulaény Gcinok 3pecifického
alergénu, a chemotaktickym peptidom N-formyl-
Met-Leu-Phe (fMLP), ktory aktivuje bazofily cez
fMLP receptor (FPR1).

3. Poskytované materialy

ED7043-1 Stimulation Buffer - 5 kusov flasticiek
obsahujucich lyofilizovany stimulaény roztok,
jedna flasti¢ka je urc¢ena na stimulaciu

20 skimaviek.

ED7043-2 Stimulation Control - 2 kusy flasti¢iek
obsahujucich lyofilizovany stimulans pozitivnej
kontroly, jedna flasti¢ka je ur¢ena na stimulaciu
25 pozitivnych kontrolnych vzoriek.

ED7043-3 Staining R - 1 flasticka
obsahujtica 2 ml koktailu protilatok: anti-CD63
oznacena FITC + anti-CD203c oznacena PE.
ED7043-4 Lysing Solution - flasticka s lyzacnym
roztokom, 30 ml.

4. Pozadované, ale neposkytované
materialy

Alergény

5ml skamavky pre znacenie buniek (12 x 75 mm)

Fosfatovy timivy roztok (PBS)

Ultracista demineralizovana voda

5. PoZadované zariadenia

Sada automatickych pipiet s jednorazovymi
Spickami

Vortex

Termostat umoznuijici inkubovat skiimavky
pri 37 °C

Centrifuga s rotorom pre skiimavky
Prietokovy cytometer - excitacia modrym
laserom 488 nm, emisia Ziarenia pri 525 nm
(FITC) a pri 575 nm (PE)

6. Skladovanie a zaobchadzanie
BasoFlowEXx Kit skladujte pri teplote 2-8 °C.
Sapravu je nutné chranit pred slne¢nym Ziarenim.
Doba pouzitelnosti je vyznacena na jednotlivych
reagenciach a na krabici sGipravy.

Informacie o skladovani rekonstituovanych
reagencii st uvedené v oddieli 9.

7. Upozornenia, preventivne opatrenia

a obmedzenia

Suprava je urcena pre In vitro diagnostiku a
vyhovuje poZziadavkdm eurdpskej smernice pre
In vitro diagnostické zdravotnicke prostriedky
98/79/EC.

NepouzZivajte reagencie po uplynuti doby
pouzitelnosti.

Chraiite obsah flasticiek zo stpravy pred
kontaminaciou.

Vzroky krvi st povaZované za potencialne
infekény material, pracujte vyhradne v
ochrannych rukaviciach a pri praci dodrzujte
spravne postupy zaobchadzania s potencialne
infekénym materialom.

Staining Reagent (ED7043-3) nevystavujte
dlhodobému pésobeniu svetla.

Reagencia Lysing Solution (ED7043-4)
obsahuje formaldehyd a metanol.

H-vety

H302+H312+H332: Zdraviu skodlivy pri poziti,
pri kontakte s pokozkou a pri vdychnuti.

H317: M6ze vyvolat alergickd koZznu reakciu.

H351: Podozrenie na vyvolanie rakoviny.

P-vety

P270: Pri pouzivani vyrobku nejedzte, nepite ani
nefajcite.

P280: Noste ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.

P301+312: PO POZITI: Pri zdravotnych
problémoch volajte Narodné toxikologické
informacéné centrum alebo lekara.

P302+352: PRI KONTAKTE S POKOZKOU:
Umyte velkym mnozstvom vody a mydla.

P305+351+338: PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne
niekolko minut oplachujte vodou. Ak
pouZivate kontaktné SoSovky a je to
mozné, odstrante ich. Pokracujte vo
vyplachovani.

P501: Zneskodnite obsah/nadobu
v autorizovanom mieste zberu
nebezpecnych odpadov.

Uplné informacie o potencialnych
nebezpecenstvach a bezpecnom spdsobe
prace s vyrobkom néjdete v bezpec¢nostnom
liste produktu.

Vzorka krvi méze obsahovat nedostatocné
mnozstvo bazofilov pre vykonanie testu.
Niektoré vzorky krvi mézu obsahovat bazofily,
ktoré nie su stimulovatelné.

Kvalita pouZitého stimulacného alergénu
ovplyviuje spolahlivé vykonanie testu.
Prietokovy cytometer méZe poskytovat zlé
hodnoty, pokial nie je pravidelne kalibrovany a
udrziavany.

Ak nie su fluorescencné signaly spravne
kompenzované alebo nie su spravne
umiestnené regiony (gate) pre pozitivne a
negativne bunky, potom moézu byt data
nespravne interpretované.

Vzorky analyzujte najneskér do 2 hodin od
znacenia.

Prietokovy cytometer pravidelne kalibrujte
pomocou fluorescenénych guliciek, aby bola
zaistend stabilna citlivost detektorov.
Nedodrzanie postupu merania moze ovplyvnit
vysledky testov.

8. Vzorka

Vysetrenie sa vykonava na krvi odobratej do

skdmavky s heparinom.

Krv musi byt odobrata do skimavky s heparinom.

Postupujte podla pokynov vyrobcu skimavky a

uistite sa, Ze je dosiahnuté spravneho plniaceho

objemu krvi.

Antikoagulanty EDTA a citrat rusia stanovenie.

Vzorky krvi skladujte pri laboratérnej teplote.

Vzorky krvi spracujte najneskér do 8 hodin po

odbere za predpokladu, ze st skladované za

laboratérnej teploty.

Pocas farbenia vzoriek chraiite obsah skimaviek

pred kontaminaciou vzdusnymi alergénmi (pele,

prachové Castice), ktoré mozu falosne zvysit pocet

aktivovanych bazofilov.

9. Postup

Priprava reagencii

1. Lyofilizovany stimulaény roztok (Stimulation
Buffer) pred pouZitim rozpustite pomocou
2 ml demineralizovanej vody. Nevyuzité
mnozstvo stimulaéného roztoku je mozné
skladovat v chladnicke (2-8 °C) po dobu 5 dni,
popripade zamrazit pri < -20 °C v alikvotnych
mnozstvach na dalsie pouZzitie. Vyvarujte sa
opakovanému zamrazovaniu a rozmrazovaniu
roztoku.

. Lyofilizovany stimulans pozitivnej kontroly

(Stimulation Control) pred pouzitim rozpustite

pomocou 0,25 ml demineralizovanej vody.

NevyuZité mnozstvo stimulans je mozné

skladovat v chladnicke (2-8 °C) po dobu

30 dni, popripade zamrazit pri < -20 °C

v alikvotnych mnozstvach na dal3ie pouzitie.

Vyvarujte sa opakovanému zamrazovaniu

a rozmrazovaniu roztoku.

Vsetky dal3ie reagencie (Staining Reagent,

Lysing Solution) st pripravené na okamzité

N

w

pouzitie.
Priebeh analyzy
Na vysetrenie jednej vzorky krvi je nutné pripravit
negativnu kontrolu, pozitivnu kontrolu

a potrebny pocet skidmaviek stimulovanych
testovanymi alergénmi. Na stimulaciu je mozné
pouzit rozne komerc¢né alergény. Vzorky pripravte
podla nasledujiceho postupu:

-

. Do skimaviek urcenych pre:

o vzorku stimulovanu alergénom napipetujte
10 pl alergénu,

« negativnu kontrolnt vzorku nepipetujte nic,

e pozitivnu kontrolni vzorku napipetujte
10 ul rozpusteného stimulans (Stimulation
Control) alebo pouZzite jednu skimavku s
lyofilizovanym alergénom (EXBIO).

Do vsetkych skiimaviek napipetujte 100 ul

rozpusteného stimula¢ného roztoku

(Stimulation Buffer).

Do vsetkych skimaviek napipetujte 100 pl krvi

s heparinom a skimavky premiesajte pomocou

vortexu.

. Skiimavky inkubujte pri teplote 37 °C po dobu
15 mindat vo vodnom kupeli alebo 25 mindt v
inkubatore.

. Potom do v3etkych skimaviek napipetujte
20 pl koktailu protilatok (Staining Reagent),
skimavky premiesajte pomocou vortexu a
inkubujte 20 mindt v chladnicke pri
2-8°C alebo na lade.

. Potom pridajte 300 ul lyza¢ného roztoku
(Lysing Solution), skimavky premie3ajte
pomocou vortexu a inkubujte 5 minat pri
laboratérnej teplote.

. Do kazdej skiimavky pridajte 3-4 ml

demineralizovanej vody, premiesajte pomocou

vortexu a inkubujte priblizne 5-10 mindt pri
laboratérnej teplote, pokym neddjde k lyze

Cervenych krviniek.

Centrifugujte skimavky 5 mintt pri 300 g.

Odstrante supernatant a resuspendujte

sediment pomocou 0,2-0,4 ml timivého

roztoku PBS.

10.Vzorky analyzujte prietokovym cytometrom

najneskér do 2 hodin od oznacenia.
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Analyza v prietokovom cytometri
Oznacené vzorky analyzujte  prietokovym
cytometrom. Vzhladom ktomu, Ze pocet

analyzovanych bazofilov by mal byt minimalne
200, je nutné cytometrom analyzovat 50.000-
100.000 udalosti z kazdej vzorky. Vykompenzujte
signaly nameranych udalosti z jednotlivych
fluorescenénych kanalov (FITC a PE kanal).
Namerané data vyobrazte v grafe side-scatter
(SSC) proti intenzite fluorescencie v PE kanalu
(FL2) a ohrani¢te vhodnym regiénom populéciu
bazofilov, ktoré si CD203c pozitivne a maju nizky
SSC, tak ako je to znazornené na obrazku 1 (kvoli
odlidnej expresii CD203c u nestimulovanej a
stimulovanej vzorky je nutné upravit umiestnenie
regionu pre kazdu vzorku zvlast).

Obr. 1 Ohranicenie populicie bazofilov
(CD203cros / S5C°%).
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Potom vyobrazte ohrani¢ené bazofily v histo-
grame, kde na ose X je vynesend intenzita
fluorescencie vo FITC kanale (FL1), tak ako je to
zndzornené na obrazkoch 2ab,c. Pomocou
negativnej kontroly nastavte region odpovedajlci
CD63dim populacii, ktora predstavuje
neaktivované  bazofily. = Potom  spoditajte
percentudlne zastlpenie aktivovanych bazofilov,
ktoré si CDé3brieht, v jednotlivych alergénom
stimulovanych vzorkach a u pozitivnej kontroly.

Obr. 2a Histogram populdcie bazofilov po
stimuldcii alergénom.
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Obr. 2b Histogram populdcie bazofilov negativnej
kontroly.
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Obr. 2c Histogram populacie bazofilov pozitivnej
kontroly.
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Vypotty a interpreticie vysledkov

Vypocitajte percento aktivovanych bazofilov
(CD63brieht) vo vzorkach stimulovanych alergé-
nom a vo vzorke pozitivnej kontroly.

Pri hodnoteni testu je nutné brat do tvahy hranicu
pozitivity testu pre jednotlivé skupiny alergénov,
ktord by si malo ustanovit kazdé laboratérium
zvlast. Hrani¢nd hodnota pozitivity testu byva
obycajne nastavena nasledovne:

inhalacné a potravinové alergény 215%

jed blanokridleho hmyzu 210 %

lieky 25 %
25%

Test nie je mozné hodnotit v pripade, Ze pozitivna
kontrola vykazuje menej ako 20 % aktivovanych
bazofilov.

10. Parametre analytického vykonu

Preciznost (opakovatelnost a
reprodukovatelnost)

Opakovatelnost a reprodukovatelnost merania
bola stanovend duplicitnym meranim Siestich
senzitizujicich  alergénov  nezavisle piatimi
operatormi na jednej vzorke krvi pri rovnakych
experimentalnych podmienkach. Metédou
analyzy rozptylov boli stanovené nasledujlice
parametre opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
merania:

(C\/opakovatelnost =24%

CV/reprodukovatelnost = 3 4



11. Parametre klinického vykonu

Specificnost a Senzitivita

Specifi¢nost a Senzitivita metédy bola stanovena
porovnavacim meranim stpravy BasoFlowEx Kit
s dvomi komer¢ne dostupnymi BAT stpravami (A,
B). Porovnanie bolo uskutoénené v rutinnom behu
klinického laboratéria na 100 vzorkach.

BasoFlowEx BasoFlowEx Suprava B
Parameter vs. vs. vs.

Stprava A Stprava B Sdprava A
Senzitivita

96,6 85,9 94,7
6)
Specificnost 829 793 692
Ocakivané hodnoty

Priemerna hodnota poctu aktivovanych bazofilov
nameranych v pozitivnych kontrolach 20 krvnych
vzoriek je uvedena v nasledujlcej tabulke. Pocet
aktivovanych bazofilov sa moéze u vzoriek
stimulovanych alergénom teoreticky pohybovat
v rozmedzi 0-100 %.

[_Parameter [ Priemer(%) | SD [ cves |
| Altivované | 773 | 194 251
bazofily
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13. Vyrobca
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. Historia revizii

o Verzia 1, ED7043_IFU_v1

Prvé vydanie.

o Verzia 2, ED7043_IFU_v2

Zmena textu v sekcii Upozornenie: Text "Stprava
je urcend pre In vitro diagnostiku a vyhovuje
poziadavkdm eurépskej smernice pre In vitro
diagnostické zdravotnicke prostriedky 98/79/EC".
o Verzia 3, ED7043_IFU_v3

Varovny text bol zmeneny z "Reagencia Lysing
Solution  (ED7043-4)  obsahuje < 5%
formaldehydu" na "Reagencia Lysing Solution
(ED7043-4) obsahuje formaldehyd a metanol".

R- a S-vety a symboly nebezpecenstva boli
zmenené na H- a P-vety a GHS symboly podla
nariadenia (ES) ¢. 1272/2008.

o Verzia 4, ED7043_IFU_v4

Text "(napr. Uréenych pre kozné testy)" bol
odstraneny z Casti PouZitie stipravy.

Text "(napr. Pre kozné testy)" bol odstraneny z
Casti Potrebné vybavenie a materidl, ktory sa
nedodava.

Text "napr.. vhodne riedené (1-10x) alergény
pouzivané na kozné testy" bol odstraneny z casti
Postup testu.

o Verzia 5, ED7043_IFU_v5

Zmena loga vyrobcu a vzhladu ndvodu na pouZzitie.
Pridané obmedzenia pre skladovanie: "Chranit
pred slne¢nym Ziarenim".

Do sekcie Vzorka bol pridany text "Postupujte
podla pokynov vyrobcu skiimavky a uistite sa, ze
je dosiahnuté spravneho plniaceho objemu krvi".
Do oddielu Skladovanie a zaobchadzanie bol
pridany  text "Informacie o  skladovani
rekonstituovanych  reagencii si  uvedené
v Casti 9".

Zmena PSC vyrobcu z 25242 na 25250.

V sekcii "Upozornenia, preventivhe opatrenia a

obmedzenia" bol pridany text "Uplné informécie o
potencidlnych nebezpecenstvach a bezpecnom
sposobe price s vyrobkom najdete v
bezpecnostnom liste produktu."

e Verzia 6, ED7043_IFU_v6

Bol wupresneny text definujici obmedzenia
pouzitia produktu.

e Verzia 7, ED7043_IFU_v7

V Ccasti Priebeh analyzy doplnend v bode 1
nasledujuca veta: ,alebo pouzite jednu skimavku
s lyofilizovanym alergénom (EXBIO)."
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Produkt je urceny pre In Vitro diagnostické pouZzitie. In vivo diagnostické alebo terapeutické
aplikacie su zakazané.

Vyrobky nesmu byt pouzité k dalSiemu predaju alebo prevodu tretim osobam ani ako samostatny
vyrobok, ani ako sucast vyroby iného vyrobku bez pisomného sthlasu EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha, a.s. nenesie zodpovednost za porusenie patentu ani za Ziadne dalSie porusenie prav
dusevného vlastnictva, ktoré sa mozu vyskytnut pri pouzivani tychto produktov. Objednavky na
vsetky produkty su prijimané v stlade s pravidlami a podmienkami dostupnymi na www.exbio.cz.
EXBIO, EXBIO Logo a vsetky ostatné ochranné znamky st majetkom spolo¢nosti EXBIO Praha, a.s.
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