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RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A BUHLMANN Flow CAST® egy in vitro diagnosztikai teszt
a bazofil aktivacié kvalitativ értékelésére specifikus
allergénekkel térténd stimulacié hatasara. A teszt aramlasi
citometriat alkalmaz a CD63 sejtfelszini markert expresszalo
bazofil populacié meghatarozasara a betegek K-EDTA teljes
vérmintaiban. A Flow CAST® az azonnali tipusu allergia
betegségek diagndzisanak segédeszkdzeként szolgal, mas
klinikai és laboratériumi leletekkel egydtt.

Kizardlag laboratoriumi hasznalatra.

A VIZSGALAT ELVE

A Flow CAST® egy aramlasi citometrian alapuld bazofil
aktivacios teszt (ref. 1, 2). A betegek teljes vérét specifikus
allergénekkel, valamint stimulacios pufferrel és stimulacids
kontrollokkal stimulaljdk, hogy ex vivo értékelijék a beteg
bazofil degranulaciojat. A mintat két fluoreszcensen jelolt
monoklonalis antitesttel festk meg: egy a bazofil
szelekcidhoz (anti-CCR3-PE) és egy a bazofil aktivacids
statusz meghatarozasahoz (anti-CD63-FITC) (ref. 3-6). A
CD63 egy transzmembran fehérje, amely intracellularis
vezikulakon van jelen, és csak a bazofil degranulacio utan
jelenik meg a sejtfelszinen (ref. 7).

A beteg mintajabdl a voros vértesteket egy lizalasi 1épéssel
tavolitjak el. A protokolltél fiiggéen a sejteket centrifugaljuk,
mosopufferben reszuszpendaljuk és fixaljuk a késébbi
aramlasi citometrias elemzéshez, vagy kdzvetlenll a lizis
utan mérjik. A bazofilokat CCR3ros/SSClow-ként kapuzzak a
leukocita populaciébdl. A kijeldlt bazofilok aktivacios
statuszat a CD63 expresszidjuk (aktivacios marker) alapjan
hatarozzuk meg. A pozitiv kontrollok eredményei alapjan
azonositjdk azokat a betegeket, akik nem valtanak ki IgE-
medialt allergids valaszt, az ugynevezett nem.vélaszolokat.
A vizsgalat eredményét a CD63 pozitiv bazofilok aranya
adja meg az dsszes bazofilhoz képest (%CDG63 aktivacio).

A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGI
IDEJE

Reagensek még nem felnyitott (nem hasznalt) allapotban:

2-8 °C-on taroljuk. Ne hasznaljuk fel a reagenseket a cimkén feltiintetett
lejarati id6n tul.

Felbontott reagensek és beoldott reagensek

Stimulacios puffer
—20 °C on 6 honapig tarolhato. Ismételt
felhasznalas esetén aliquotonként osszuk
szét.

Stimulacios kontroll

Stimulacios kontroll fMLP

Lizalé reagens

Jeldlé reagens 2-8 °C-on 6 honapig tarolhato.

Mosopuffer

2. tablazat

MELLEKELT REAGENSEK ES ELOKESZITES

Reagensek Mennyiség |Kod Megjegyzések
Stimulaciés puffer ) .
kalciumot, heparint |'1ffll'0|?|t B-CCR-STB f50| le' T(If,zel
és IL-3-at tartalmazo lotiliza elolqu
Stimulacios 1 fiola 1,5mL
kontroll liofilizalt B-CCR- STCON |B-CCR-STB-
anti-FceRI mAb vel feloldani

. f s ) 1,5 mL
Stimulaciés 1 fiola ’
kontroll fMLP 2 ofiizaly | & CCRTMLP - B-EER-OTE-
Jel6l6 reagens
Anti-CD63-FITC és 1 fiola Hasznalatra
anti-CCR3-PE mAb 2,2 mL B-CCR-SR kész
keveréke

Higitsuk
Lizalé reagens 1 fiola 225 mL
10x koncentralt 25mL  |BCCRLYR ionmentesitett
vizzel

Mosopuffer 1 fiola Hasznalatra
0,1% formaldehiddel 100 mL B-CCR-WB kész

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK

o K-EDTA vérvételi csbvek
e Centrifuga

e Egyszer hasznalatos, pirogénmentes polipropilén vagy
polisztirol aramlasi citometrias csdvek

o Aramlasi citometrias csé allvanyok a stimulaciéhoz
e Vortex mixer

e (opcionalis) szovetkultira mindségl mikrotiterlemezek a
sejtstimulaciéhoz és a standard protokollhoz sziikséges
festéshez

e (opciondlis) mély lyukd lemezek a sejtstimulaciéhoz,
festéshez, lizishez és aramlasi citometrias méréshez a lyse-
no-wash protokollhoz.

e Preciziés pipettak eldobhatd, pirogénmentes hegyekkel:
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL-es allithato pipetta és
- Opcionalis: 10-50 pL-es allithaté adagolo

e 50 mL-es méréhenger a stimulacios puffer feloldasahoz

e Steril, ultratiszta és pirogénmente viz a stimuléciés puffer
beoldasahoz (ldsd a Technikai 6vintézkedések részt)

o Vizfurdd (ajanlott) vagy inkubator 37 °C-ra allitva

e desztillalt vagy ioncserélt viz, valamint megfelel
laboratdriumi Gvegedények a lizald reagens higitasahoz

e Fedelek vagy parafélia a cstvek lefedésére az inkubacids
Iépések soran

e Palackos adagoldk a lizal6 reagens és a mosoépuffer
szamara

e 488 nm-es (kék) lézerforrassal, valamint PE és FITC

detektalasra szolgald emisszids szlir6kkel felszerelt
aramlasi citométer.

e Aramlasi citometriai elemzé szoftver (lasd az Aramlasi
citometriai adatgy(ijtés fejezetet)

1. tablazat
" Az el6irt vizmindségre vonatkozéan lasd a Technikai 6vintézkedések
részt
2) N-formil-metionil-leucil-fenilalanin
3) A 2-8 °C-on torténd tarolas soran kristalyok képzédhetnek, amelyeket
higitas elétt feloldani 18-28 °C-on
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ALLERGENEK KULON RENDELHETOEK

A Flow CAST® méréshez validalt allergéneket a
BUHLMANN kiilén biztositja. Az allergén rendelési kodokat,
valamint az allergén  el6készitéssel kapcsolatos

informaciokat a BUHLMANN honlapjan talalhato
BUHLMANN allergén flizetekben talalja:
www.buhlmannlabs.ch
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Fontos: A Flow CAST® csak a BUHLMANN Laboratories
AG altal forgalmazott CAST® allergénnel egyiitt keriilt

tesztelésre. A mas forrasbol szarmazé allergének
hasznalatanak validalasa kizarélag a laboratérium
feleléssége.

OVINTEZKEDESEK

Biztonsagqi évintézkedések

e A teszt stimulacios pufferje (B-CCR-STB) emberi eredetii
Osszeteviket tartalmaz. Bar a HBV felszini antigén, HCV és
HIV1/2 antitestek tekintetében negativnak bizonyult, a
reagenseket ugy kell kezelni, mintha fert6zések atvitelére
alkalmasak lennének, és a helyes laboratériumi
gyakorlatnak  (GLP) megfeleléen, a  megfeleld
Ovintézkedések alkalmazasaval kell kezelni.

e Kerillje a reagensek bérrel, szemmel vagy
nyalkahartyaval valé  érintkezését. Ha  mégis
erintkezésbe kerll, azonnal b6séges mennyiségl vizzel
mossa le.

¢ A reagenseket és vegyszereket veszélyes hulladékként
kell kezelni a nemzeti bioldgiai veszélyekre vonatkozo
biztonsagi irdnyelveknek vagy rendeleteknek
megfeleléen.

Technikai évintézkedések

e Ajanlott vizminGség a Flow CAST® teszthez: A j0 és
reprodukalhaté bazofil stimulaciohoz elengedhetetlen a
steril, ultratiszta és pirogénmentes viz hasznalata a
stimulaciés puffer (B-CCR-STB) beoldasahoz. A kdvetkezé
vizek hasznalhatdak: sejtkultira minéségl viz, infuzids
mindségl viz vagy ionmentesitett, kétszeresen desztillalt
viz, amelyet ultraszlirnek id6szakosan fertStlenitett 10 kDa
ultrasz{ron.

e Alizalé reagens (B-CCR-LYR) deionizalt, kétszer desztillalt
vizzel vagy a stimulacios puffer rekonstituciéjahoz hasznalt
vizminéséggel oldhato be.

o Kerllje az allergén szennyezddést a sejtstimulacié soran:
A laboratériumban |évé aeroallergének szennyezhetik a
nyitott vérmintakat és a sejtszuszpenzidkat, ami
megnovekedett hattérszintet okozhat. A vérmintakat és a
sejtstimulaciés csoveket gondosan le kell fedni fed&vel
vagy parafdliaval. Kerllje a héaziporatka, a beporzd
névények megjeleését a laboratériumban, a latexkesztyk
vagy a potencidlisan latexet tartalmazé berendezések
hasznalatat, valamint ne nyitott ablakok mellett végezzik a
sejtstimulaciot. A sejtel6készités és a stimulalas lépéseit
laminaris aramlasu elszivéban ajanlott elvégezni.

e A hatékonyabb héatadas miatt a vizfirdé hasznalata
ajanlott az inkubatorral szemben. Inkubator hasznalata
esetén ellendrizze, hogy a hémérséklet 37 °C legyen. Az
alacsonyabb vagy magasabb hémérséklet befolyasolhatja
az eredményeket.

o Altaldban alacsony szintli bazofil aktivacié varhatd a
gyogyszerallergének esetében. Ezért dont§ fontossagu,
hogy a stimulacio soran optimalis korliiményeket
teremtstink, beleértve a hOmérsékletet is. A
gyogyszerallergének esetében mély regli lemezek helyett
csovek hasznalata ajanlott.

e Az Osszetevék nem hasznalhatok fel a cimkén feltiintetett
lejarati id6 utan.

e Ne keverje 6ssze a kilénbdz6 lot szamhoz tartozd
reagenseket.
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e Kerllje a reagensek szennyezddését.

A teszteljaras

e A lizadl6 reagensek szobahOmérsékletiek (18-28 °C)
legyenek.

e A teszt elvégzése elbtt figyelmesen olvassa el a

honlapon talalhaté utasitasokat. A teszt teljesitményét
hatranyosan befolyasolja, ha a reagenseket helytelendl

higitjak, kezelik vagy taroljak a jelen hasznalati
utasitasban részletezettektdl eltéréen.
e A nem megfeleléen kezelt mintak pontatlan

eredményeket okozhatnak.

e Ellendrizze szemrevételezéssel, hogy felmérje a lizis
hatékonysagat. Eléfordulhat, hogy az eritrocitak nem
megfeleléen lizidlodtak, és a pontdiagramon ugyanott
jelennek meg, mint a leukocitak.

e A hosszabb lizisidd sejtveszteséghez vezethet. Biztositsa,
hogy az adatgyljtéshez legaldabb 300 bazofil alljon
rendelkezésre. Javasoljuk, hogy a lyse-no-wash protokollal
feldolgozott mintak adatgy(ijtését egy 6ran belll végezze el.

e Az aramlasi citometria hamis eredményeket adhat, ha: a
citométer rosszul van bedllitva, a fluoreszcens emissziét
nem kompenzaltdk megfeleléen, a kapuzott teriiletek nem
lettek gondosan elhelyezve.

MINTA GYUJTES ES TAROLAS

Javasoljuk, hogy a betegek a vérvétel elétt legalabb 24
oraval kerlljék a szisztémasan alkalmazott antiallergén
gyogyszereket, példaul kortikoszteroidokat, kromoglikon-
savat (DSCGQG).

K-EDTA vérvételi csovekbe torténjen a vérvétel, a
csoveket az erre a célra szolgalo térfogatjelzésig feltoltve. A
csoveket legalabb félig meg kell télteni. Egy (1) mL teljes vér
korilbelll 18 cs6hoz elegendd.

Ne centrifugalja vagy fagyassza le a vérmintakat.

Teljes vér

A 2-8 °C-on tarolt teljes vérmintakat a gydjtéstdl szamitott 48
o6ran belll fel kell dolgozni.

A gyogyszerallergidk meghatarozdsdhoz a mintékat
azonnal, de legkésdbb 24 6raval a mintavételt kdvetéen
ajanlatos feldolgozni.

A teljes vérmintak szobahdmérsékleten is tarolhatok
(28 °C-ig). Ezeket azonban a gylijtést koveté 24 6ran belll
fel kell dolgozni a standard protokollal, vagy a gy(ijtés napjan
a lyse-no-wash protokollal.

Feldolgozott mintak

A standard protokoll szerint feldolgozott sejteket fixaljuk. A
fixalt sejtek 5 napig tarolhatok 2-8 °C-on fénytél védve a
késObbi dramlési citometrias vizsgalathoz.

VIZSGALATI ELJARAS
1. A vérvételi cs6 tdbbszori megforditasaval keverje 6ssze
az alvadasgatloval kezelt vérmintat.

2. Készitsen elb Uj és pirogénmentes standard polipropilén
vagy polisztirol aramlasi citometrias csdveket.

3. Minden egyes beteg esetében cimkézze fel a csOveket,
pl. a kdvetkez8k szerint:

PB = a beteg alapjele
PC1 = stimulacids kontroll anti-FceRI Ab-vel
PC2 = fMLP-vel tortén6 stimulacios kontroll

Flow CAST®



A1-1 az 1. allergén esetében 1. higitassal
A1-2 az 1. allergénre a 2. higitassal stb.

50 pL aktivalo reagens
100 pL stimulacios puffer

50 pL vér
20 pL jel6l6 reagens
T
¥
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Stimulacio és festés

4. Adjon 50 pL-t a megfelelé6 reagensbdl minden egyes
csébe:

PB csé: 50 pL stimulaciés puffer (beteg alapjel)
PC1 cs6: 50 pL stimulacios kontroll anti-FceRl mAb
PC2 csé: 50 L stimulacios kontroll fMLP

Ax-y cs6: 50 uL allergén

5. Adjunk 100 pL stimulaciés puffert (STB) minden egyes
csbbe.

6. Adjon 50 pL beteg teljes vért minden egyes csdbe.
Ugyeljen arra, hogy a csé oldala és teteje mentes legyen
a veértdl.

7. Ovatosan keverje 6ssze.

8. Adjunk 20 L jeldlé reagens (SR) minden egyes csébe.

9. Ovatosan keverjik ossze, fedjik le a csdveket, és
inkubaljuk 15 percig 37 °C-on vizfurdében.

Megjegyzés: Ha vizfiirdé helyett inkubatort hasznalunk, az
inkubacios id6 a kevésbé hatékony héatadas miatt 25 percre
hosszabbodik.

Lizalas
Megjegyzés: A lizalé reagensnek szobah&mérsékletre (18-
28 °C) kell melegednie.

Standard protokoll: Lizalas és mosas

10. Adjunk 2 mL kiegyenlitett (18-28 °C) lizal6 reagenst
minden egyes csébe, és ovatosan keverjik dssze.

11. Inkubaljuk 5-10 percig 18-28 °C-on.

12. Centrifugaljuk a cséveket 5 percig 500 x g-n.

13. Ontsiik le a felliliszot papirvatta segitségével.

14. Reszuszpendalja a sejtpelletet 300 yL mosopufferrel (a
mosépuffer tartalmaz fixaldszert).

Megjegyzés: A mosépuffer mennyisége a hasznalt aramlasi

citométerhez igazithatd, a készilékkel kompatibilis holt

térfogat és sejtsiirliség fliggvényében.

15. Vortex-elje 6vatosan.

Vagy 16a.mérje le a mintakat az aramlasi citométeren.

Vagy 16b.ha nem azonnal méri le a mintékat, hagyja éket 30

percig inkubalni RT-n (szobahdmérséklet), fénytdl védve

(fixalas). A mintakat a mérésig tarolja lezartan és fénytol

védve 2-8 °C-on. A fixalt sejtek 5 napig 2-8 °C-on tarolhatdk

a késdbbi aramlasi citometrias méréshez. A mintacsdveket

a meérés elbtt dvatosan vortexelje.
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Megjegyzés: A fixalt mintak el6kezelés nélkil barmikor
lemérhetbek. A tarolasi idét lasd a "Minta gyUjtés és tarolas"”
cim{ részben. Hosszabb tarolas utan a fluoreszcencia
intenzitdsanak enyhe csdkkenése és alacsonyabb, 280%-0s
bazofil visszanyerés figyelheté meg.

Alternativ protokoll: Lyse-no-wash protokoll

Az Uj generacios, nagy teljesitményl aramlasi citométerek
képesek lizalt, mosatlan mintak elemzésére. Ezt az eljarast
a hasznalt aramlasi citométer miiszerhez kell igazitani, és
optimalizalast igényelhet. Az aldbbi protokoll Attune NxT
aramlasi citométerrel (Thermo Fisher) nyert adatokon
alapul.

10.Végezze el a vizsgalati eljaras (fenti) 1-9. 1épéseit, majd
folytassa a 10. lépéssel. Adjunk 1,5 + 0,5 mL
szobah&mérsékletl (18-28 °C) lizalé reagenst minden
egyes cs6hoz, és Ovatosan keverjik d&ssze (a
mennyiséget a hasznalt aramlasi citométer felvételi
sebességének figgvényében kell optimalizalni).

11.A mintak felvétele nagy atereszt6képességil, megfelelé
aramlasi citométerrel, nagy felvételi sebességgel, hogy a
mérési idé minimalis maradjon.

Megjegyzés: A mintakat a minta beérkezésétdl szamitott 24

oran belul elemezni kell. Kérjlk, olvassa el a "Minta gyUjtés

és tarolas" cimu részt.

ARAMLASI CITOMETRIAI ADATGYUJTES

Az aramlasi citometrias mérés barmely 488 nm-es argon
lézerdiddaval (kék-zold gerjeszté fény) mikédsé aramlasi
citométerrel elvégezhet6.

Az aramlasi citométert ugy kell felszerelni, hogy képes

legyen az el6re szoras (FSC), az oldalszéras (SSC) és a két

fluorokrom FITC és PE csatorna detektalasara.

Gy6z6djon meg arrdl, hogy az &ramlasi citométer

megfeleléen van bedllitva, és a szinkompenzacié be van

allitva.

A nyugalmi és aktivalt bazofilok megfelel6 felvételéhez és

méréséhez készitse el a kdvetkez6 pontdiagramot:

1. Hozza létre az 1. pontdiagramot (Forward Scatter vs
Side Scatter) a teljes leukocita-populacio felvételéhez
az 1. abran lathatd médon. A mintdk mérése soran
gy6z6djén meg arrdl, hogy a leukocita-populacié harom
kilonalld6 populaciéra (limfocitak, monocitak és
granulocitak)  van  elkulénitve az  FSC/SSC
pontdiagramon. Allitsa be az FSC és SSC jelek
erbsitését (gain), hogy az 1. abran lathatd eloszlast
kapja. Az utasitasokat lasd az aramlasi citométer
kézikdnyvében.

2. Hozza létre a 2. pontdiagramot, Ggymint CCR3-PE vs
Side Scatter a 2. abran lathaté moédon. Allitson be egy
kaput (pl. bazofilok), amely a teljes bazofil populaciét
tartalmazza, mint CCR3res és SSCl°¥, ahogyan az a 2.
abran lathaté téglalap alaku kapuval lathaté. Az
eozinofileket, amelyek szintén CCR3r°s, a magas SSC
alapjan ki kell zarni.

3. Készitsen egy 3. pontdiagramot CD63-FITC vs. CCR3-
PE formaban, amely csak a gatolt bazofilokat mutatja,
amint az a 3. abran lathat6. Hasznalja a beteg alapjel
(PB) cs6 nem stimulalt, nyugalmi allapotban 1évé bazofil
sejtieit egy kvadrans kapu beallitdsahoz, beleértve a
CD63 negativ bazofil sejteket a jobb alsé kvadransban
(CD63mes CCR3ros/SSClow), ahogyan az az alabbi abran
lathaté. 3. abra. A pozitiv kontrollok és specifikus
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allergének stimulalasaval aktivalt bazofilok a jobb felsé
kvadransban azonositott CD63 pozitiv bazofil populaciét
(CDB3ros/CCR3Pos/SSClo%) eredményeznek, amint azt a
4. adbra mutatja a pozitiv kontroll stimulacié (STCON)
példajaval.

A vizsgalat eredményét a CD63 pozitiv bazofilok aranya az
Osszes bazofilhoz viszonyitva (%CD63 aktivacid), ahogyan
azt a 3. pontdiagram kvadrans kapujaban barmelyik
stimulacidés csd esetében azonositottak.

All Events - PB

1000

500- ;

FSC-A (1073)

0.001
0.001 500

SSC-A (1073)

1000

1. abra: Harom kulénallé populacié (limfocitak, monocitak és granulocitak)
egy FSC/SSC pontdiagramon.

Mérjen le legaldbb 500 vagy tébb bazofil sejtet mindegyik
stimulaciés mintanal (a 2. abran lathaté 2. pontdiagram
szerint). Ha 300-ndl kevesebb bazofil sejtet mértink be (pl.
bazopénia esetén), a vizsgalati eredmények nem
ertékelhetdk.

ADATELEMZES

A lemért adatokat a megfelelé dramlasi citometrias elemzé
szoftverrel elemzik. Allitson be hasonlé pontdiagramokat és
kapukat, mint az adatgydjtésnél.

A 2. pontdiagramon a bazofilokat azonosité kapuk
fuggetlenll hasznalhatéak ugyanazon betegminta barmelyik
kiildnb6zé stimulaciojanal.

Az eredmények helyes kiértékeléséhez és
standardizalasahoz minden egyes beteg szamara
hattérbeallitast kell meghatarozni a beteg alapjelének (PB)
segitségével. A 3. pontdiagramon beallitott kvadrans kaput
meg kell hatédrozni a PB-ben beallitott beéllitassal. Az
elemzés standardizalasa érdekében a kapu beallitasa 2 és
2,5% kozotti aktivalt bazofilok kozott torténik minden egyes
beteg PB-mintajaban (lasd a 3. abrat).

Ezt a kaput kell alkalmazni ugyanazon betegek minden
tovabbi stimulacidjara (PC1, PC2 és az 0Osszes meért
allergén), hogy kiszamithassuk a CDG63 pozitiv sejtek
sz4zalékos aranyat barmely stimulacidéban (l&4sd a 4. abrat).
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2. abra: A bazofil sejtek kivalasztasa CCR3P° / SSCo*

Basophil - PB
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4. abra: Stimulacios

kontroll (STCON)
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MINOSEGELLENORZES

A kovetkezd6  kritériumoknak és mindségellenbrzési
pontoknak kell megfelelnilik az elfogadhaté eredményhez:
Leukocita populaciék: Az FSC/SSC abran jellemz&en
harom kilénb6z6 leukocita-populaciénak, a limfocitaknak, a
monocitaknak és a granulocitaknak kell megjelennie (lasd az
1. abrat). El6fordulasuk a vérminta mindéségének
kritériumanak tekinthet6 (a mintagyljtés és a vizsgalat
elvégzése kozotti idd keret, tarolasi koridlmények). A
teszteredmények nem értékelheték, ha 300-nal kevesebb
bazofil talalhato.
Stimulacioés (pozitiv) kontrollok anti-FceRI mAb és
fMLP: Az anti-FceRl mAb az allergén altal in vivo okozott
receptor keresztkotést szimuldlja. Az fMLP egy ftripeptid,
amely nem immunolégiai médon bazofil aktivaciét okoz.
e Ha az anti-FcesRI mAb kontroll = 10%-os aktivalt bazofil
ertéket mutat, a mintak értékelhetok.

e Ha csak az fMLP-kontroll mutat = 10%-os jelet, de az
anti-FceRlI mAb nem, akkor a vizsgalatot helyesen hajtottak
végre, de a teszteredmények nem értékelhetdk. A beteg
IgE-re nem reagalénak minésdil.

e Ha mind az anti-FceRI mAb, mind az fMLP <10%-os aktivalt
bazofil értékeket mutat, akkor valdszinlileg technikai hiba
tortént. A vizsgalati eredményt érvénytelennek kell tekinteni,
és a vizsgalatot meg kell ismételni.

e Az omalizumab (XOLAIR®) kezelés alatt all6 betegeknél
varhatéan interferencia 1ép fel a Flow CAST® vizsgalati
eredményekkel (ref. 10).

e A vérvétel el6tt legalabb 24 o6raval kerllni kell a
szisztémasan alkalmazott antiallergén gydgyszereket,
példaul kortikoszteroidokat, kromoglikonsavat (DSCG).

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

Flow CAST® eredménykategéridk a kdvetkezok:

Eredmény Interpretalas
< hatarérték negativ

= hatardrts . )

> hatarérték az allergén egyik vagy pozitiv

mindkét higitasara.

3. tablazat

STANDARDIZALAS

A Flow CAST® a CD63 sejtfelszini markert expresszaléd
bazofilok populacidjat mutatia ki az 06sszes bazofil
szazalékaban. Erre az analitre nincsenek nemzetkdzileg
vagy nemzeti szinten elismert referenciaanyagok vagy
referencia mérési eljarasok.

A tételek kdzotti reprodukalhatésagot az anti-CD63-FITC és
az anti-CCR3-PE monoklonalis antitest konjugatumok
kalibraciés gyéngyodkkel szembeni titrdlasa garantélja. A
tételek kozotti eltérés becsléséhez kérjik, tekintse meg a
reprodukalhatésagi eredményeket a
"Teljesitményjellemz&k" részben.

KORLATOZASOK

e A Flow CAST® vizsgalati eredményeket mas klinikai és
laboratoriumi eredményekkel egyutt kell értelmezni.

e A gyogyszerekkel Osszefliggd allergias
rendellenességek meghatarozasahoz a BAT-vizsgalatot
az allergias reakciét kovet6é 6 honapon belll kell
elvégezni (ref. 8).

o A BAT-vizsgalat elvégzése el6tt legalabb egy-két hétnek
el kell telnie az allergias reakciot kdvetben (ref. 8).

e A gyodgyszerallergénekre kapott negativ eredmények
nem hasznalhatok fel az allergia kizarasara.

e Varhatéan a betegek 5-10%-a nem valaszol az IgE-re.
Ezeknél a betegeknél a CD63 expresszidjanak
ndvekedése és pozitiv eredmény nem lesz
megfigyelhetd. A nem valaszolok a Flow CAST® teszthez
mellékelt stimulaciés kontrollok segitségével
azonosithatok (ref. 9).

¢ A nem megfeleléen (félig toltottnél kevesebbre) toltott K-
EDTA vérvétlei csdvek hamis negativ eredményt
adhatnak.
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HATARERTEK ES REFERENCIA INTERVALLUM

A technikai hatarértéket 5%-ban aktivalt bazofiloknal
allapitottak meg, ahol az 25% CDG63P°s eredmény bazofil
aktivaciot jelez.

Minden egyes allergén esetében a BUHLMANN allergén
fluzetekben megadott allergen specifikus hatérértékek
hasznalataval javul a mérés specificitasa.

A referenciaintervallumokat a CLSI C28-A3 szabvany
szerint allapitottak meg. Egy véraddkdzpontbdl szarmazo
szazhusz (120) vérmintat stimulaltak stimulaciés pufferrel
vagy anti-FceRl mAb-vel, és a standard és lyse-no-wash
protokollok szerint vizsgaltak. A vizsgalatokat 26 napon
keresztll harom operator végezte két Flow CAST® reagens
tetellel.

Kontroll Vizsgalati Referenciaintervallum (90% CI)
protokoll [% CD63P°5]
2,5. percentilis 97,5. percentilis
Stimulacios |standard 0,8(0,5-1,2) 4,6 (4,1-6,4)
puffer lyse-no-wash (0,9 (0,6 - 1,0) 4,2 (3,9-5,3)
Anti—FceRI |standard 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)

4. tablazat

KLINIKAI TELJESITMENY

A Flow CAST® Kklinikai teljesitményét a szakirodalom
szisztematikus attekintése soran értékelték. Az elemzésbe
tizenegy, a 2019 novemberéig tartd idészakra kiterjed6
szisztematikus irodalmi keresés soran azonositott, lektoralt
tanulmanyt, egy, az eredeti keresés soran nem azonositott,
rovarméregrol szo6lo tanulmanyt és két, 2019 utan megjelent,
mogyoroéallergénrél szélé6 tanulmanyt vontak be. A
tanulmanyok azt vizsgaltak, hogy a Flow CAST® képes-e
kuldnbséget tenni az allergias és a nem allergias alanyok
kézott. Az allergias alanyoknal az  allergias
rendellenességeket vagy a) a beteg klinikai anamnézisével,
b) oralis élelmiszer-kihivassal (OFC) vagy provokacios
teszttel, c) klinikai anamnézissel és laboratoriumi
vizsgalattal (bdrprick - SPT, sIgE) vagy d) Kklinikai
anamnézissel és OFC/ provokacids teszttel igazoltak. A
slgE-t vagy SPT-t kizardlagos klinikai referenciaként
alkalmazé vizsgalatokat kizartdk. Az eredményeket az 5.
tablazat foglalja 0ssze.

Flow CAST®



Allergén N Erze_k'enyseg Allergias Spe‘?'.f s Kontrollalanyok
csoport tanulmanyok e LT ALYTELS e LT (0sszesen)
P y (tartomany) |(6sszesen) |(tartomany)

Elelmiszerek 92% 93%
Inhalalészerek (81-100%) 31 (80-100%) 240

. 87% 96%
Rovar mérgek |2 (73-89%) 79 (95-97%) 39

55% 91%
Drogok 7 (0-68%) 227 (79-100%) 167
5. tablazat

TELJESITMENYJELLEMZOK

Laboratériumon beliili pontossag: <25% CV stimulus
esetében

A megismételhetbséget (mérésen belil) és a
laboratériumon bellli pontossagot a CLSI EP05-A3
iranymutatdsa és az I1ISO 15197:2013 szabvany alapjan
allapitottak meg. Négy donorvérmintat stimulaltunk
stimulaciés pufferrel vagy stimulaciés kontroll anti-FceRI
mAb-vel. A standard eljardshoz 2 operator x 4 nap
x 1 futtatas x 4 ismétlés vizsgalati tervet alkalmaztunk. A
lyse-no-wash eljarashoz 2 operator x 1 nap x 4 futas
x 4 ismétlés vizsgalati tervet alkalmaztak. Egy ismétlés egy
fuggetlen stimulaciés reakcidonak és egy teljes vizsgalati
eljarasnak felel meg. A stimulaciés kontroll anti-FceRI mAb
eredményeit a 6. tdbldzat foglalja dssze.

ZAVARO ANYAGOK

A Flow CAST® vizsgalat gydgyszerekkel, rendellenes vér
kondiciokkal és a K-EDTA adalékkal szembeni
érzékenységét a CLSI EPO07-A2 iranymutatdsanak
megfeleléen értékelték. Az eredmények 20%-ot meghaladé
torzitdsa a stimulacios kontroll anti-FceRl mAb és 20%-ot
meghaladdé CD63r°s (abszolut) a stimulacios kontroll fMLP
esetében interferencianak mindsilt. A 8. tablazatban
felsorolt anyagokkal a megadott koncentracidkban nem
észleltek interferenciat. Interferenciat észleltek a K-EDTA-
vérvételi csé kétszeres K-EDTA koncentraciéjanal egy
donor esetében.

Futason| Napon beliil (A)

Vizsgalati Atlag beliil | Futas kozott (B) |Gsszesen
protokoll |Donor [%CD63] | n | [%CV] [%CV] [%CV]
A | 347 [32] 88% 0,0% 15,9%
standard | B | 903 [32] 1,3% 2,0% 3,6%
A) c | 824 [32] 1.8% 0,0% 5,1%
D | 914 [32] 1,1% 4,5% 5,0%
E | 895 [32] 15% 1,1% 1,9%
lyse-no- "¢ 74,0 32| 2,7% 3,5% 6,0%
"oy [ o | sz |32] a2% 12,5% 15,5%
H | 739 [32] 3,3% 2,9% 5,2%

6. tablazat

Reprodukalhatésag: <25% CV az ingereknél

A reprodukalhatésagot a CLSI EP05-A3 irdnymutatasa és
az ISO 15197:2013 szabvany alapjan allapitottak meg. Négy
donorvérmintat stimulaltunk stimulaciés pufferrel vagy
stimulaciés kontroll anti-FceRl mAb-vel. A mintakat két
laboratériumi helyszinen vizsgaltak a standard protokoll
szerint. 3 miszer/tétel x 2 operator x 1 nap x 5 ismétléses
vizsgalati tervet alkalmaztunk. Egy ismétlés egy flggetlen
stimulaciés reakcidénak és egy teljes vizsgalati eljarasnak

felel meg. A stimulaciés kontroll anti-FceRI mAb
eredményeit a 7. tablazat foglalja 6ssze.
. A tételek/
. Futason| Operatorok | miiszerek | -
Atlag belll ko6zotti ko6zott Osszesen
Donor | [%CD63] | n | [%CV] [%CV] [%CV] [%CV]
A 91,6 (30| 1,4% 2,1% 1,9% 3,2%
B 876 (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%
7. tablazat
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IAktiv komponens \Vizsgalati koncentracio [ug/mL]
Fexofenadin-hidroklorid 1,6
Cetirizin-dihidroklorid 4,35
Hidroxizin-dihidroklorid 0,27
Ketotifen 0,6
Montelukast 3,84
Prednizon 1,2
N-Acetil-L-triptofan 30
Triglicerid (Intralipid) 20’000
Bilirubin konjugalt 400
Bilirubin nem konjugalt 400
Hemolizis 56’100
8. tablazat
Flow CAST®
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ROVID PROTOKOLL

STANDARD PROTOKOLL: LIZALAS ES MOSAS
| Flow CAST®

Feliratozott csovek

!

50 pL stimulaciés puffer, kontroll vagy allergén
adjunk hozza 100 pL stimulacioés puffert
adjunk hozza 50 pL beteg teljes vért

C ovatosan keverjlik 6ssze

A 4
20 L jelolo reagens hozzaadasa
C ovatosan keverjiik 6ssze és inkubaljuk 15

percig 37 °C-on (vizflirdében).
\ 4

adjunk hozza 2 mL (18-28 °C) lizalé reagenshez
5-10 percig 18-28 °C-on inkubalni
C 5 percig 500 x g-n centrifugaljuk, ésk
v vagy szivjuk le a feliiliszot.

adjunk hozza 300 pL mosoépuffert*
Finoman &sszekeverni (vortex mixer)

A 4
Folytassa az aramlasi citometriaval torténé
elemzést

OSSZEMERESI IDO ~30 PERC / EREDMENYIG TARTO IDO: ~ 1 ORA

* Megjegyzés: Az alkalmazott aramlasi citométer miszerektél figgéen a mosopuffer mennyiségét a miiszerrel kompatibilis holt térfogat és sejtsiiriség
alapjan kell meghatarozni.

ALTERNATIV PROTOKOLL: LYSE-NO-WASH PROTOKOLL

| Flow CAST®

Feliratozott csovek

!

50 pL stimulaciés puffer, kontroll vagy allergén
adjunk hozza 100 pL stimulacios puffert
adjunk hozza 50 pL beteg teljes vért

C ovatosan keverjlik 6ssze

A 4
20 pL jelolé reagens hozzaadasa
ovatosan keverjiik 6ssze és inkubaljuk 15
percig 37 °C-on (vizflirdében).

A 4
adjunk hozza 1,5 * 0,5 mL (18-28 °C) lizalé reagenst

A 4

Folytassa az aramlasi citometriaval torténé
elemzést

OSSZEMERESI IDO: ~ 20 PERC/ AZ EREDMENY ELERESEHEZ SZUKSEGES IDO: ~ 1 ORA
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VALTOZASI NAPLO

Datum Verzié Valtozas
Az Adatelemzés és a Klinikai teljesitmény fejezet atfogalmazasa
2023-06-21 A2 A bejelentett szervezet szamanak feltiintetése a CE-jeldlésen - az IVDR 2017/746

szerinti megfelel6ségértékelési eljaras

ESEMENYEK JELENTESE AZ EU TAGALLAMOKBAN
Ha az eszkdzzel kapcsolatban barmilyen sulyos esemény tortént, kérjik, haladéktalanul jelezze a tagallam gyartdjanak és

illetékes hatésaganak.

SZALLITASI KAROK

Keérjuk, értesitse a forgalmazot, ha ezt a terméket sériilten kapta.
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SZIMBOLUMOK

A BUHLMANN az ISO 15223-1 szabvanyban felsorolt és leirt szimbélumokat és jeleket hasznalja. Ezenkiviil a kévetkezd
szimbdélumokat és jeleket hasznaljak:

Szimboélum Magyarazat
BUF [ STIM Stimulaciés puffer

I[CONTROL| STIM|

Stimulaciés kontroll

ICONTROL | FMLP]

Stimulaciés kontroll fMLP

REAG| STAIN Jeldl6 reagens
REAG|LYS Lizal6 reagens
BUF [ WASH Mosopuffer
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