Zestaw BasoFlowEx
Nr kat. ED7043

1. Cel

Przeznaczenie

Zestaw BasoFlowEx przeznaczony jest do
badania metoda cytometrii przeptywowej

reakcji alergicznych zaleznych od IgE poprzez
analize ekspozycji antygenu CD63 na bazofile w
ludzkiej heparynizowanej krwi petnej po
stymulacji alergenem. Do stymulacji mozna
zastosowac dostepne na rynku alergeny.

Kontekst stanu fizjologicznego lub

patologicznego
Kluczowym elementem diagnostyki alergii jest
ustalenie alergenu przyczynowego.

Wiarygodnos¢ powszechnie stosowanej metody
punktowego testu skornego (SPT) jest niska i test
ten moze sprzyjac¢ rozwojowi choroby alergicznej
u pacjenta. Dlatego wskazane sa badania /n vitro,
takie jak wykrywanie swoistych IgE w surowicy
(sIgE) lub analiza markeréw aktywacji bazofilow.
Cho¢ swoistos¢ detekcji sIgE jest wystarczajaca
dla wigkszosci alergendw, to jej czuto$¢ wynosi
zazwyczaj jedynie okoto 75 procent. Ponadto w
przypadku alergenéw pokarmowych i lekowych
zaréwno czutos¢, jak i swoistos¢ wykrywania
sIgE sa znacznie nizsze. Natomiast test aktywacji
bazofiléw (BAT) wykazuje bardzo wysoka
swoistos¢, a takze wysoka czutos¢, uwzgledniajac
wiele problematycznych alergenéw.

2. Zasada testu

Test BAT opiera sie na stymulacji in vitro
bazofilébw alergenem uczulajacym i pdzniejszej
analizie metoda cytometrii  przeptywowej
ekspozycji zewnetrznego antygenu CDé63 na
powierzchni bazofiléw po degranulacji. Jezeli na
powierzchni  komorki bazofilowej wystepuje
wystarczajaca ilos¢ czasteczek IgE swoistych dla
alergenu, zwiazanych z receptorami Fc € Rl o
wysokim powinowactwie, czasteczki alergenu
sieciuja  receptory, prowadzac do petnej
aktywacji bazofilow. W konsekwencji granulki

cytoplazmatyczne zawierajace biatko
transbtonowe CD63 tacza sie z btong
plazmatyczna i uwalniaja mediatory stanu
zapalnego. Dlatego antygen CD63 jest

eksponowany jako marker aktywacji bazofiléw
(degranulacji).  Odstoniety antygen CDé3
wykrywa sie poprzez barwienie przeciwciatem
monoklonalnym (klon MEM-259, znakowany
FITC). Populacje bazofilow identyfikuje sie
poprzez barwienie przy uzyciu przeciwciata
monoklonalnego anty-CD203c (klon NP4D6,

znakowany  R-fikoerytryng (PE)). Dodatnia
probke kontrolng stymuluje sie za pomoca
przeciwciata monoklonalnego przeciwko
czasteczce IgE, ktére nasladuje  proces
sieciowania alergenéw czasteczek IgE na
powierzchni bazofili i za pomoca peptydu
chemotaktycznego N -formylometionylo-

leucylo-fenyloalaniny (fMLP), ktéry aktywuje
bazofile poprzez receptor fMLP ( FPR1).

3. Dostarczone odczynniki

Bufor do stymulacji ED7043-1 - 5 fiolek
liofilizowanych, 1 fiolka przeznaczona jest do
stymulacji 20 probéwek.

Kontrola stymulacji ED7043-2 - 2 fiolki
liofilizowane, 1 fiolka przeznaczona jest do
stymulacji 25 kontroli pozytywnych.
Odczynnik barwiacy ED7043-3 - 1 fiolka
zawierajaca 2 ml wstepnie zmieszanego koktajlu
przeciwciat: anty-CD63, oznakowane FITC +
anty-CD203c, oznakowane PE.

Roztwér lizujacy ED7043-4 - 30 ml.

4. Materialy wymagane, nieobecne w
zestawie

Alergeny

Odpowiednie probowki 5ml do barwienia krwi
(np. 12 x 75 mm)

Bufor PBS

Ultraczysta woda demineralizowana

5. Wymagany osprzet

Pipety automatyczne z koncéwkami
jednorazowymi

Mieszadto wirowe

Termostat umozliwiajacy inkubacje probowek w
temperaturze 37°C

Wiréwka z rotorem przystosowanym do
probowek

Cytometr przeptywowy - wzbudzenie
niebieskiego lasera przy 488 nm, emisja $wiatta
przy 525 nm (FITC) i 575 nm (PE)

6. Przechowywanie

Zestaw BasoFlowEx przechowywac w
temperaturze 2-8°C. Chroni¢ przed S$wiattem
stonecznym. Data waznosci jest podana na
etykietach fiolek i na pudetku.

Informacje na temat przechowywania
rekonstytuowanych odczynnikéw i ich
stabilnosci podczas uzycia znajduja sie w czesci

9. ,Procedura - przygotowanie odczynnikéw”.

7. Ostrzezenia, $rodki ostroznosci i

ograniczenia uzytkowania

e Przeznaczone do stosowania w diagnostyce in
vitro w laboratoriach poza USA i Kanada.

e Ten zestaw CE-IVD jest zgodny z dyrektywa
europejska 98/79/WE.

o Nie uzywac odczynnikéw po uptywie terminu

waznosci.

Unikaé zanieczyszczenia odczynnikow.

Prébki krwi sa uwazane za potencjalnie

zakazne i nalezy sie z nimi obchodzi¢

ostroznie.

Unika¢ dtugotrwatego narazenia na $wiatto

odczynnika barwiacego (ED7043-3).

Roztwor do lizy (ED7043-4) zawiera

formaldehyd i metanol.

Zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia
H302+H312+H332: Dziata szkodliwie po
potknigciu, w kontakcie ze skérg lub w
nastepstwie wdychania.

H317: Moze powodowac reakcje alergiczng
skory.

H351: Podejrzewa sie, ze powoduje raka.

Zwroty wskazujace srodki ostroznosci

P270: Nie jes¢, nie pic i nie pali¢ podczas
stosowania tego produktu.

P280: Stosowac rekawice ochronne / odziez
ochronng / ochrong oczu / ochrone twarzy.
P301+P312: W PRZYPADKU POLKNIECIA:
W przypadku ztego samopoczucia
skontaktowac sie z OSRODKIEM ZATRUC lub
lekarzem.

P302+P352: W PRZYPADKU KONTAKTU ZE
SKORA: umy¢ duza iloscig wody z mydtem.
P305+P351+P338: W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptukac
woda przez kilka minut. Wyjac¢ soczewki
kontaktowe, jesli s i mozna to tatwo zrobié.
Kontynuowac ptukanie.

P501: Zawarto$¢/pojemnik przekazac do
autoryzowanego zaktadu zajmujacego sie
odpadami niebezpiecznymi.

e Petne informacje na temat potencjalnych
zagrozen i bezpiecznego postgpowania z
produktem mozna znalez¢ w  Karcie
Charakterystyki produktu.

e Prébka krwi moze zawierac niewystarczajaca
liczbe bazofilow.

o Bazofile w niektorych probkach krwi nie sa
podatne na stymulacje.

o Wiarygodnos¢ testu zalezy od jakosci
alergenu.

o Cytometr przeptywowy moze dawac fatszywe
wyniki, jesli urzadzenie nie zostato
odpowiednio ustawione i nie jest wtasciwie
obstugiwane.

o Dane moga zostac btednie zinterpretowane,
jesli sygnaty fluorescencyjne nie zostaty
prawidtowo skompensowane lub jesli bramki
zostaty ustawione niedoktadnie.

o Wybarwione probki nalezy podda¢ analizie w
standaryzowanym przedziale czasowym, ale
nie pozniej niz 2 godziny po lizie.

o Cytometr przeptywowy powinien by¢
kalibrowany rutynowo przy uzyciu
mikroperetek fluorescencyjnych, aby
zapewnic stabilna czuto$¢ detektordw.

e Kazde niezastosowanie sie do procedury
badawczej moze dawac fatszywe wyniki.

8. Prébka

Do badania nalezy uzy¢ ludzkiej heparynizowanej
krwi petnej.

Krew nalezy pobra¢ do probéwki zawierajacej
heparyne. Postepuj zgodnie z instrukcjami
producenta probéwki, aby upewni¢ sie, ze
zostata  osiagnieta prawidtowa  objetos¢
napetnienia.

Antykoagulanty EDTA i cytryniany negatywnie
wptywaja na wyniki analizy.
Prébki  krwi  nalezy
temperaturze pokojowe;j.
Prébki krwi nalezy podda¢ obrébce w ciagu 8
godzin od pobrania, jesli sa przechowywane w
temperaturze pokojowe;j.

Alergeny aerozolowe (pytki, roztocza, kurz) moga
zanieczysci¢ otwarte probowki w laboratorium i
spowodowac zwiekszone uwalnianie w tle.

przechowywa¢ ~ w

9. Procedura

Przygotowanie odczynnika

1. Rozpuscic liofilizowany bufor stymulacyjny w
2 ml wody demineralizowanej. Niezuzyta
objetos¢ buforu przechowywac w
temperaturze 2-8°C do 5 dni. Alternatywnie
bufor mozna podzieli¢ na porcje, jednokrotnie
zamrozi¢ i przechowywac w temperaturze
<- 20°C do pozniejszego uzycia. Unikaé
wielokrotnych cykli zamrazania/rozmrazania.

2. Rozpuscic liofilizowana kontrole stymulacji w
0,25 ml wody demineralizowanej. Niezuzyta
objetos¢ odczynnika przechowywac w
temperaturze 2-8°C do 30 dni. Alternatywnie,
odczynnik mozna podzieli¢ na porcje,

jednokrotnie zamrozi¢ i przechowywaé w
temperaturze <- 20°C do péZniejszego uzycia.
Unika¢ wielokrotnych cykli
zamrazania/rozmrazania.

3. Inne odczynniki (odczynnik barwiacy, roztwor
lizujacy) sa gotowe do uzycia.

Procedura testowa
Do badania jednej probki  krwi nalezy
przygotowaé probowki do kontroli ujemnej,
kontroli dodatniej oraz do stymulacji réznymi
alergenami. Do stymulacji mozna zastosowac
rozne dostepne w handlu alergeny. Przygotowacd
probki zgodnie z ponizsza procedura.

1. Dodac do probowki:

e prdbka stymulowana alergenem - 10 pl
alergenu,

« ujemna prébka kontrolna - nic,

o prébka kontroli pozytywnej - 10 pl
kontroli stymulacji lub uzy¢ jednej probowki
liofilizowanego alergenu (EXBIO).

Do wszystkich probowek doda¢ 100 ul buforu

stymulujacego.

Dodac 100 pl heparynizowanej krwi petnej do

wszystkich probowek i delikatnie wymieszac.

4. Inkubowac probéwki w temperaturze 37°C

przez 15 minut w tazni wodnej lub 25 minut w

inkubatorze powietrznym.

Dodac 20 pl odczynnika barwiacego do

wszystkich probowek, delikatnie wymieszac i

inkubowac¢ przez 20 minut w temperaturze

2-8°C lub na lodzie.

Do wszystkich probowek doda¢ 300 pul

roztworu do lizy, delikatnie wymieszac i

inkubowac przez 5 minut w temperaturze

pokojowej.

Do wszystkich probowek doda¢ 3-4 ml wody

demineralizowanej, delikatnie wymieszac i

inkubowac przez 5-10 minut w temperaturze

pokojowej, az do lizy czerwonych krwinek.

8. Wirowac probéwki przez 5 minut z predkoscia
300x g.

9. Usunac supernatant i ponownie zawiesi¢ osad
w 0,2-0,4 ml buforu PBS.

10. Prébki nalezy analizowac za pomoca
cytometru przeptywowego w ciagu 2 godzin
od barwienia.

Analiza cytometrii przeptywowej

Analizowa¢ wybarwione prébki za pomoca
cytometru przeptywowego. Aby przeanalizowad
wystarczajaca liczbe bazofilow (>200), nalezy
uzyska¢ 50 000-100 000 zdarzerr na prébke.
Skompensowac swoje dane (kanaty FITC i PE)
przed lub po uzyskaniu.

Zwizualizowac¢ skompensowane dane dotyczace
rozproszenia bocznego (SSC) w  funkgji
intensywnosci  fluorescencji na  wykresie
punktowym kanatu PE (FL2). Ustawi¢ bramke dla
populacji bazofiléw (CD203¢ dedatni SSC niski) jak
pokazano na rysunku 1. Bramke nalezy ustawi¢
indywidualnie dla kazdej probki.
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Rys. 1. Delimitacja populacji bazofilow (CD203¢
dodatni / SSC niski),
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Nastepnie nakresli¢ bramkowane bazofile jako
histogram pokazany na rysunkach 2 a, b, c, gdzie
0$ X przedstawia intensywnos¢ fluorescencji w
kanale FITC (FL1). Ustawi¢ bramke dla
niestymulowanych  bazofiléw  (CD63  dim),
uzywajac prébki kontroli ujemnej.

Rys. 2a Histogram bazofilow stymulowanych
alergenem.
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Rys. 2b Histogram bazofilow stanowigcych
kontrole ujemna.
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Rys. 2c Histogram bazofilow stanowigcych
kontrole pozytywna.
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Obliczenia i interpretacja wynikéw
analitycznych
Obliczy¢ procent aktywowanych bazofiléw

(CD63 =) w  probkach  stymulowanych
alergenem i prébce kontroli pozytywnej.

Za uczulong na badane alergeny uznaje sie
osobe, ktorej odsetek aktywowanych bazofiléw
przekracza warto$¢ odcigcia. Zalecane wartosci
odciecia dla grup alergenéw sa nastepujace:

Alergeny wziewne i pokarmowe 215%
Jady btonkoskrzydtych 210 %
Leki 25%
Jedli  probka kontroli  dodatniej wykazuje
aktywacje bazofilow < 20%, probek
stymulowanych alergenem nie mozna
interpretowac.

10. Wydajnos¢ analityczna

Precyzja (powtarzalno$é | odtwarzalno$é)
Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ testu okreslono
na podstawie danych zmierzonych przez pieciu
operatoréw  stosujacych  szes¢  alergendéw
uczulajacych w dwéch réwnolegtych odstepach
na jednej prébce krwi w tych samych warunkach
doswiadczalnych. Korzystajac z Analizy wariancji
obliczono nastepujace parametry:

Powtarzalnos¢ CV/ = 2,4%
Odtwarzanose C\/ = 3,4%

11. Wydajnos¢ kliniczna

Swoisto$¢ i czutosé

Swoistos¢ i czutos¢ testu okreslono poprzez
poréwnanie zestawu BasoFlowEx Kit z dwoma
konkurencyjnymi testami BAT dostepnymi na
rynku. Poréwnanie przeprowadzono w
rutynowym laboratorium klinicznym na 100
testach.



BasoFlowEx BasoFlowEx Por. B
Parametr vs. vs. vs.
Por. A Por. B Por. A
Czutosé (%) 96,6 859 94,7
Swoistos¢ (%) 829 79.3 69,2
Oczekiwane wartosci
Ponizej wymieniono $rednig liczbe

aktywowanych bazofiléow zmierzong w 20
probkach kontroli pozytywnej. Teoretycznie
liczba aktywowanych bazofilbw w prébce
stymulowanej alergenem moze wahac¢ sie w
zakresie 0-100%.

[Parametr [ Srednia(%) | SD [ cviw

| Aktywowane

bazofile 773 I 19.4 | 251
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14. Znaki towarowe
nie dotyczy

15. Historia zmian

o Wersja 1, ED7043_IFU_v1

Pierwsze wydanie

o Wersja 2, ED7043_IFU_v2

Zmiana tekstu w sekcji Srodki ostroznosci:
usunigeto tekst ,Przeznaczony wytacznie do
uzytku profesjonalnego” i zastapiono go tekstem
,Przeznaczony do uzytku w diagnostyce in vitro
w laboratoriach poza USA i Kanada. Niniejszy
zestaw CE-IVD jest zgodny z europejska
dyrektywa dotyczaca wyrobéw medycznych do
diagnostyki in vitro 98/79/WE".

o Wersja 3, ED7043_IFU_v3

Tekst ostrzezenia zostat zmieniony z ,Roztwor
do lizy (ED7043-4) zawiera < 5% formaldehydu”
na ,Roztwor do lizy (ED7043-4) zawiera
formaldehyd i metanol”.

Zwroty R i S oraz symbole zagrozenia zostaty
zmienione na zwroty wskazujace rodzaj
zagrozenia i zwroty wskazujace srodki
ostroznosci oraz symbole GHS zgodnie z
rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008.

o Wersja 4, ED7043_IFU_v4

Tekst ,np. uzywany do testéw punktowych”
zostat usuniety z sekcji ,Zastosowanie zgodne z
przeznaczeniem”.

Tekst ,(np. do testéw punktowych)” zostat
usuniety z sekcji Niezbedne materiaty, ktdére nie
sa dostarczane.

Tekst ,np. alergeny w testach punktowych w

”

odpowiednim  rozcienczeniu (1-10x)" zostat
usuniety z sekcji ,Procedura testowa”.

o Wersja 5, ED7043_IFU_v5

Zmieniono logo firmy.

Zmieniono uktad IFU.

Dodano fraze ,chroni¢ przed S$wiattem

stonecznym” w sekcji Przechowywanie.

Do sekcji Prébka dodano tekst ,Postepowac
zgodnie z instrukcjami producenta probdwki, aby
upewnic¢ sig, ze zostata osiggnieta prawidtowa
objetosc napetnienia”.

Tekst ,Patrz rozdziat 9, ,Procedura -
przygotowanie odczynnika”, aby uzyskaé
informacje na temat przechowywania
rekonstytuowanych odczynnikéw i ich
stabilnosci podczas uzytkowania.” zostat dodany
do sekcji Przechowywanie i obstuga.

Zmieniono kod pocztowy producenta z 25242 na
25250.

Tekst ,Patrz Karta charakterystyki produktu, aby
uzyskac petne informacje na temat potencjalnych
zagrozen i sposobu bezpiecznej pracy z
produktem.” dodano do sekcji Ostrzezenia,
$rodki ostroznosci i ograniczenia stosowania.

o Wersja 6, ED7043_IFU_v6

Poprawiono tekst dotyczacy ograniczen uzycia
produktu.

o Wersja 7, ED7043_IFU_v7

W czesci ,Procedura testowa” w punkcie 1
dodano zdanie: ,lub uzy¢ jednej probowki
liofilizowanego alergenu (EXBIO).”

exbio

Zestaw BasoFlowEXx
100 testow | Nr kat. ED7043

ivo]  CE€

Instrukcja uzycia

Wersja ED7043_IFU_v7_PL
Data wydania: 08-04-2024

Symbole
Numer katalogowy
Kod partii

Data przydatnosci do uzycia

Limity temperatur

Chroni¢ przed $wiattem stonecznym
Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Oznakowanie CE

Zapoznaj sie z instrukcja uzycia

“ Producent

Produkt jest przeznaczony do stosowania w diagnostyce in vitro. Zastosowania diagnostyczne lub
terapeutyczne in vivo sa surowo zabronione.

Produkty nie moga by¢ wykorzystywane do odsprzedazy lub przekazywania osobom trzecim ani
jako samodzielny produkt, ani jako element produkcyjny innego produktu bez pisemnej zgody
EXBIO Praha, a.s.

EXBIO Praha a.s. nie ponosi odpowiedzialnosci za naruszenie patentu lub inne naruszenia praw
wtasnosci intelektualnej, ktére moga wystapi¢ w zwiazku z uzytkowaniem produktéw. Zaméwienia
na wszystkie produkty sa przyjmowane zgodnie z Warunkami dostepnymi na stronie
www.exbio.cz. EXBIO, logo EXBIO i wszystkie inne znaki towarowe sa wtasnoscig EXBIO Praha, as
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