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PRZEZNACZENIE

BUHLMANN Flow CAST® jest testem do diagnostyki in vitro
stuzgcym do jakosciowej oceny aktywacji bazofildbw po
stymulacji specyficznymi alergenami. Test wykorzystuje
cytometrie przeptywowg do okreslania populacji bazofiléw
wykazujgcych ekspresje markera powierzchniowego CD63
w probkach krwi petnej K-EDTA pacjentow. Flow CAST® jest
przeznaczony jako pomoc w diagnozowaniu zaburzeh
alergicznych typu natychmiastowego w potgczeniu z innymi
wynikami badan klinicznych i laboratoryjnych.

Tylko do uzytku laboratoryjnego.

ZASADA DZIALANIA TESTU

Flow CAST® to oparty na cytometrii przeptywowej test
aktywacji bazofilow (ref. 1, 2). Krew petna pacjentéw jest
stymulowana specyficznymi alergenami, jak réwniez
buforem stymulacji i kontrolami stymulacji w celu oceny
degranulacji bazofilbw pacjenta ex vivo. Prébka jest
barwiona przy uzyciu dwdch fluorescencyjnie znakowanych
przeciwciat monoklonalnych: jednego do selekcji bazofilow
(anty-CCR3-PE) i jednego do okreslenia stanu aktywacji
bazofilow (anty-CD63-FITC) (ref. 3-6). CD63 jest biatkiem
transmembranowym obecnym na pecherzykach
wewngtrzkomérkowych i prezentowanym na powierzchni
komérek dopiero po degranulacji bazofilow (ref. 7).
Erytrocyty z probki pacjenta sg usuwane w reakcji lizy. W
zaleznosci od protokotu, komodrki sg odwirowywane,
ponownie zawieszane w buforze ptuczacym i utrwalane do
pozniejszej analizy za pomocg cytometrii przeptywowej lub
analizowane bezposrednio po lizie. Bazofile sg bramkowane
z populacji leukocytéw jako CCR3ros/SSClow, Status
aktywacji bramkowanych bazofildw jest okreslany przez ich
ekspresje CD63 (marker aktywacji). Pacjenci, ktérzy nie
wywotujg odpowiedzi alergicznych za posrednictwem IgE,
tak zwani niereagujacy, sa identyfikowani na podstawie
wynikow  kontroli  pozytywnych. Odczyt testu jest
wskazywany jako stosunek bazofilbw CD63 dodatnich do
wszystkich bazofilow (% aktywacji CD63).

PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC ODCZYNNIKOW

Zamkniete odczynniki

Przechowywaé w 2-8 °C. Nie uzywa¢ odczynnikoéw po uptywie daty
waznosci wydrukowanej na etykietach.

Otwarte odczynniki i rekonstytuowane odczynniki

Bufor Stymulacji

Stabilny w temperaturze —20°C przez 6
miesiecy. Podzieli¢ na porcje, jezeli
spodziewane jest wielokrotne uzycie.

Kontrola Stymulacji

Kontrola Stymulacji fMLP

Odczynnik Lizujgcy

Stabilny w temperaturze 2-8°C przez 6

Odczynnik barwigcy miesiecy

Bufor ptuczacy

Tabela 2

DOSTARCZONE ODCZYNNIKI I ICH
PRZYGOTOWANIE

NIEZBEDNE MATERIALY, KTORE NIE ZOSTALY
DOSTARCZONE

e Probowki do poboru krwi zylnej z K-EDTA

o Wirdwka

e Jednorazowe, wolne od pirogenéw polipropylenowe lub
polistyrenowe probowki do cytometrii przeptywowe;j

e Statywy na probéwki do cytometrii przeptywowej do
stymulaciji

o Whytrzgsarka Vortex

¢ (Opcjonalnie) ptytki do mikromiareczkowania do hodowli
tkankowej do stymulacji i barwienia komoérek w protokole
standardowym

¢ (Opcjonalnie) ptytki gtebokodotkowe do stymulaciji komorek,
barwienia, lizy i akwizycji cytometrii przeptywowej dla
protokotu lizy bez ptukania

e Precyzyjne pipety z jednorazowymi, wolnymi od pirogenéw
koncéwkami:
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL regulowana pipeta i
- Opcjonalnie: 10-50 pL regulowany dozownik

e 50 mL cylinder do rekonstytucji buforu stymulacji

e Sterylna, ultraczysta i apirogenna woda do rekonstytuc;ji
buforu stymulacji (odnie$¢ sie do rozdziatu Techniczne
Srodki ostroznosci)

e taznia wodna (zalecana) lub inkubator ustawiony na37°C

¢ Woda destylowana lub dejonizowana oraz odpowiednie
szkio laboratoryjne do rozcienczania odczynnika lizujgcego

e Wieczka lub folia parafimowa do przykrycia probéwek
podczas etapdw inkubacji

e Dozowniki butelkowe do odczynnika lizujgcego i buforu
ptuczacego

e Cytometr przeptywowy wyposazony w zrodto lasera 488
nm (niebieskie) oraz filtry emisyjne do detekcji PE i FITC

e Oprogramowanie do analizy cytometrii przeptywowej
(odnies¢ sie do rozdziatu Pozyskiwanie danych cytometrii
przeptywowej)

Odczynniki llosé Kod Komentarze
Bufor Stymulacji 1 Rekonstytuowa
zawierajgcy wapn, zliofilizowa | B-CCR-STB ¢z 50 mL wody
heparyne i IL-3 na fiolka "
" 1 Rekonstytuowa
Kontlola Stymulacll | ziofiizowa | B-CCR- STCON |62 1,5 mL B-
y-ree na fiolka CCR-STB
" 1 Rekonstytuowa
Rontrola Stymulacll | 2iofizowa | B-CCR-FMLP |62 1,5 mL B-
na fiolka CCR-STB
Odczynnik barwigcy
Mieszanina 1 fiolka Gotowy do
anty-CD63-FITC i 2,2mL B-CCR-SR uzycia
anty-CCR3-PE mAb
. ) Rozcienczy¢ z
3)
Odczynnik Lizujacy * | 1T0Ka |5 CCRLYR | 225 mL wody
gzony dejonizowane;j
Bufor ptuczacy 1 fiolka ) K Gotowy do
z 0.1% formaldehydu 100 mL B-CCR-WB uzycia
Tabela 1

" Informacje na temat wymaganej jakosci wody znajdujg sie w rozdziale
Techniczne $rodki ostroznosci

2 N-formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina

%) Podczas przechowywania w temperaturze 2-8°C moga tworzyc¢ sie
krysztaly, ktore przed rozcienczeniem nalezy rozpusci¢ w temperaturze
18-28°C
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ALERGENY ZAMAWIANE ODDZIELNIE

Alergeny zwalidowane dla Flow CAST® sg oferowane
oddzielnie przez firme BUHLMANN. Kody zamoéwien
alergenéw oraz informacje na temat przygotowania
alergenébw mozna znalez¢ w broszurach dotyczgcych

alergenéw  BUHLMANN na stronie internetowe;
BUHLMANN:
www.buhlmannlabs.ch/
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Wazne: Flow CAST® zostat przetestowany wytgcznie w
potgczeniu z zestawem CAST® Allergens dostepnym w
BUHLMANN Laboratories AG. Wytgczng odpowiedzialno$é
za zatwierdzenie uzycia alergenéw uzyskanych z innych
Zrddet ponosi laboratorium.

SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki ostroznosci

e Bufor Stymulacji (B-CCR-STB) tego testu zawiera sktadniki
pochodzenia ludzkiego. Mimo Zze testy daly wynik
negatywny na obecno$¢ antygenu powierzchniowego
HBV, HCV i przeciwciat HIV1/2, z odczynnikami nalezy
obchodzic¢ sie tak, jakby mogtly przenosi¢ infekcje i zgodnie
z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej (GLP), stosujac
odpowiednie srodki ostroznosci.

e Unikac kontaktu ze skoérg, oczami i btonami sluzowymi.
W przypadku kontaktu, natychmiast przemy¢ duzg iloscig
wody.

e Odczynniki i chemikalia muszg by¢ traktowane jako
odpady niebezpieczne zgodnie z krajowymi wytycznymi
lub przepisami dotyczacymi bezpieczenstwa
biologicznego.

Techniczne sSrodki ostroznosci

e Zalecana jako$¢ wody dla Flow CAST®: Uzycie sterylnej,
ultraczystej i apirogennej wody do rekonstytucji buforu
stymulacji (B-CCR-STB) jest niezbedne do dobrej i
powtarzalnej stymulacji bazofilbw. Mozna stosowac
nastepujgce zrodta wody: woda do hodowli komoérkowych,
woda do infuzji lub dejonizowana, podwdjnie destylowana
woda, ktéra jest ultrafitrowana w  okresowo
dezynfekowanym ultrafiltrze 10 kDa.

e Odczynnik lizujgcy (B-CCR-LYR) mozna rekonstytuowac
za pomocg dejonizowanej, podwaojnie destylowanej wody
lub wody o tej samej jakosci, ktdra jest uzywana do
rekonstytucji buforu stymulacji.

e Nalezy unikaé zanieczyszczenia alergenami podczas
stymulacji komoérek: Aeroalergeny w laboratorium mogag
zanieczy$ci¢ otwarte probki krwi i zawiesiny komorek,
powodujgc podwyzszone tto. Probki krwi i probdwki do
stymulacji komoérek muszg by¢ starannie przykryte
wieczkami lub folig parafimowg. Nalezy unikaé roztoczy
kurzu domowego, roslin zapylajgcych, rekawic lateksowych
lub sprzetu potencjalnie zawierajgcego lateks, a takze
otwartych okien w laboratorium, w ktérym przeprowadzana
jest stymulacja komorek. Zaleca sie przeprowadzanie
etapéw przygotowania i stymulacji komdérek w komorze
laminarne;.

e taZnia wodna jest zalecana w poréwnaniu do inkubatora,
ze wzgledu na bardziej efektywny transfer ciepta. W
przypadku korzystania z inkubatora nalezy sprawdzi¢, czy
temperatura wynosi 37°C. Nizsze lub wyzsze temperatury
mogg mie¢ wptyw na wyniki.

e Generalnie oczekiwany jest niski poziom aktywacii
bazofiléw dla alergenéw lekowych. Dlatego kluczowe jest
osiggniecie optymalnych warunkéw podczas stymulacji, w
tym temperatury. W przypadku alergenéw lekowych zaleca
sie stosowanie pojedynczych probéwek zamiast ptytek
gtebokodotkowych.

¢ Nie wolno uzywaé sktadnikéw po uptywie daty waznosci
wydrukowanej na etykietach.

¢ Nie miesza¢ roznych partii odczynnikéw.

¢ Unikaé zanieczyszczenia odczynnikow.
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Procedura testowa

e Doprowadzi¢ odczynnik
pokojowej (18-28 °C).

e Przed wykonaniem testu nalezy uwaznie przeczytac
instrukcje. Nieprawidiowe rozcienczenie odczynnikow,
obchodzenie sie z nimi lub przechowywanie ich w
warunkach innych niz okreslone w niniejszej instrukcji
uzytkowania, bedzie miato negatywny wplyw na
wydajnos¢ testu.

e Niewlasciwe obchodzenie sie z probkami
powodowaé niedoktadne wyniki.

e Zweryfikowa¢ preparaty wzrokowo, aby ocenic
skutecznos¢ lizy. Erytrocyty mogg by¢ niecatkowicie
poddane lizie i pojawi¢ sie na wykresie punktowym
dyfrakcji $wiatta w tym samym miejscu co leukocyty.

e Wydtuzony czas lizy moze prowadzi¢ do utraty komérek.
Upewnij sie, ze masz co najmniej 300 bazofiléw do
akwizycji danych. Zalecamy, aby akwizycja probek
przetworzonych za pomocg protokotu lizy bez ptukania
zostata przeprowadzona w ciggu godziny.

e Cytometria przeptywowa moze dawac¢ fatszywe wyniki jesli:
cytometr jest Zle ustawiony, emisja fluorescenciji nie zostata
odpowiednio skompensowana, obszary bramkowania nie
zostaty starannie ustawione.

lizujagcy do temperatury

moze

POBIERANIE PROBEK | ICH PRZECHOWYWANIE

Zaleca sie, aby pacjenci unikali ogdlnoustrojowo
podawanych lekéw przeciwalergicznych, takich jak
kortykosteroidy, kwas chromoglikanowy (DSCG) przez co
najmniej 24 godziny przed pobraniem krwi.

Pobra¢ krew do probéwek do poboru krwi zylnej z
K-EDTA, napetniajgc probowki do oznaczonej objetoSci.
Probéwki muszg by¢é wypetnione co najmniej do potowy.
Jeden (1) mL krwi petnej wystarcza na okoto 18 probéwek.
Nie wirowa¢ ani nie mrozi¢ probek krwi.

Krew petna

Probki krwi petnej przechowywane w temperaturze 2-8 °C
powinny zosta¢ zbadane w ciggu 48 godzin od pobrania.

W celu okreslenia zaburzen alergicznych na leki zaleca sie
zbadanie prébek natychmiast i nie pézniej niz 24 godziny po
ich pobraniu.

Probki  krwi petnej mogg by¢é réwniez trzymane w
temperaturze pokojowej (temperatury do 28 °C). Muszg by¢é
jednak przebadane w ciggu 24 godzin od pobrania przy
uzyciu standardowego protokotu lub w dniu pobrania przy
uzyciu protokotu lizy bez ptukania.

Zbadane probki

Komérki badane przy uzyciu standardowego protokotu sg
utrwalane. Utrwalone komdrki moga by¢ przechowywane w
temperaturze 2-8 °C przez 5 dni chronione przed swiattem w

celu podzniejszej akwizycji za pomocg cytometrii
przeptywowe;.

PROCEDURA TESTOWA

1. Wymiesza¢ antykoagulowang probke krwi poprzez

kilkukrotne odwrdcenie probdwki do poboru krwi zylne;.

2. Przygotowac swieze i wolne od pirogenow standardowe
polipropylenowe lub polistyrenowe probéwki do
cytometrii przeptywowej.

3. Dla kazdego pacjenta nalezy oznaczy¢ probéwki, np. w
nastepujgcy sposob:

Flow CAST®



PB = tto pacjenta

PC1 = kontrola stymulacji z przeciwciatem anty-FceRI
PC2 = kontrola stymulacji z fMLP

A1-1 dla alergenu 1 przy rozcienczeniu 1

A1-2 dla alergenu 1 przy rozcienczeniu 2 itd.

50 pL stimulus

100 L STB
50 pL blood
20 L SR
T
it
b
> o S D S = B
‘ O ‘LN) i3 ol O[S &
2 2 IE = al| |a .u. <
Patient A Patient B i

Stymulacja i barwienie

4. Doda¢ 50 pL odpowiedniego stymulanta do kazdej
probowki:
Probdéwka PB: 50 pyL buforu stymulacji (tto pacjenta)

Probowka PC1: 50 yL kontroli stymulacji anty-FceRI
mAb

Probéwka PC2: 50 uL kontroli stymulacji fMLP
Probéwka Ax-y: 50 yL alergenu

5. Doda¢ 100 pyL buforu stymulaciji
probowki.

6. Doda¢ 50 uL krwi petnej pacjenta do kazdej probdwki.
Nalezy sie upewnié, czy boki i gérna czes¢ probowki sg
wolne od krwi.

7. Delikatnie wymieszac.

8. Doda¢ 20 pL odczynnika barwigcego (SR) do kazdej
probdéwki.

9. Delikatnie wymieszac¢, przykryé probowki i inkubowaé
przez 15 minut w temperaturze 37°C w tazni wodnej.

Uwaga: Jezeli wykorzystano inkubator zamiast tazni wodnej,
czas inkubacji jest wydtuzony do 25 minut z powodu mniej
wydajnego transferu ciepta.

(STB) do kazdej

Liza

Uwaga: Odczynnik lizujgcy musi by¢é doprowadzony do
temperatury pokojowej (18-28 °C).

Protokét standardowy: Liza i ptukanie

10. Doda¢ 2 mL zréwnowazonego (18-28°C) odczynnika
lizujacego do kazdej probdwki, delikatnie wymieszac.

11. Inkubowa¢ przez 5-10 minut w temperaturze 18-28°C.
12. Wirowaé probowki przez 5 minut przy obrotach 500 x g.
13. Zla¢ supernatant przy wykorzystaniu bibuty.

14. Zawiesi¢ osad komérkowy w 300 pL buforu ptuczgcego
(bufor ptuczgcy zawiera utrwalacz).

Uwaga: llo$¢ buforu ptuczacego moze by¢ dostosowana do
konkrethego uzywanego oprzyrzadowania cytometru
przeptywowego, zgodnie z objetoscig martwg i gestoscig
komérek zgodng z urzagdzeniem.

15. Wymiesza¢ delikatnie przy uzyciu wytrzgsarki Vortex.
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16a. Zbadanie probek w cytometrze przeptywowym.

LUB 16b. Jesli probki nie zostaty poddane bezposredniej
analizie nalezy je inkubowac¢ przez 30 minut w temperaturze
pokojowej i chroni¢ przed S$wiattem (utrwalanie).
Przechowywaé prébki szczelnie zamkniete i chroni¢ przed
Swiattem w temperaturze 2-8°C do czasu pomiaru.
Utrwalone komorki mogg by¢ przechowywane w
temperaturze 2-8 °C przez 5 dni w celu pdzniejszej akwizycji
za pomoca cytometrii przeptywowej. Przed akwizycja nalezy
delikatnie wymiesza¢ probdéwki z probkami za pomocag
wytrzgsarki Vortex.

Uwaga: Przechowywane utrwalone probki mogg byc¢
pozyskiwane bez wstepnej obrébki w dowolnym momencie.
Informacje na temat czasu przechowywania znajdujg sie w
rozdziale “Pobieranie prébek i ich przechowywanie”. Po
dtuzszym przechowywaniu mozna zaobserwowac niewielki
spadek intensywnosci fluorescencji i nizszy odzysk
bazofilow 280%.

Protokot alternatywny: protokét lizy bez ptukania

Wysokowydajne cytometry przeptywowe nowej generacji
moga analizowaé poddane lizie, niemyte probki. Procedura
ta musi by¢ dostosowana do uzywanego oprzyrzagdowania
cytometru przeptywowego i moze wymagaé optymalizaciji.
Ponizszy protokét opiera sie na danych uzyskanych za
pomocg cytometru przeptywowego Attune NxT (Thermo
Fisher).

10.Wykona¢ etapy od 1 do 9 (powyzej) procedury testu, a
nastepnie przej$¢ do kroku 10 tutaj. Doda¢ 1,5 + 0,5 mL
zréwnowazonego (18-28°C) odczynnika lizujgcego do
kazdej probdéwki, wymieszaé delikatnie (objetos¢ musi
by¢ zoptymalizowana w zaleznosci od szybkosci
akwizycji uzywanego cytometru przeptywowego).

11.Pobra¢ probki za pomocg odpowiedniego cytometru
przeptywowego o duzej przepustowosci z duzg
szybkoscig akwizycji, aby skroci¢ czas analizy do
minimum.

Uwaga: Prébki nalezy poddaé analizie w ciggu 24 godzin od

ich otrzymania. Odnie$¢ sie do rozdziatu “Pobieranie prébek

i ich przechowywanie”.

AKWIZYCJA DANYCH CYTOMETRII

PRZEPLYWOWEJ
Akwizycje danych cytometrii przeptywowej mozna
prowadzi¢ na dowolnym cytometrze przeptywowym

wyposazonym w argonowg diode laserowg przy 488 nm

(niebiesko-zielone Swiatto wzbudzenia).

Cytometr przeptywowy musi by¢ wyposazony w

rozproszenie przednie (FSC), rozproszenie boczne (SSC) i

dwa fluorochromy - FITC i kanaty PE.

Nalezy upewni¢ sie, ze cytometr przeptywowy jest

prawidlowo wyregulowany i jest ustawiona kompensacja

koloru.

W celu odpowiedniego pozyskania i scharakteryzowania

spoczynkowych i aktywowanych bazofiléw nalezy utworzy¢

nastepujgcy wykres punktowy:

1. Utworzy¢ wykres punktowy 1, rozproszenie przednie vs
rozproszenie boczne, aby uzyska¢ calg populacje
leukocytow, jak pokazano na rycinie 1. Podczas
pobierania probek nalezy upewni¢ sie, ze populacja
leukocytow jest podzielona na trzy odrebne populacje
(limfocyty, monocyty i granulocyty) na wykresie
punktowym FSC/SSC. Dostosowaé wzmocnienie
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(przyrost) sygnatéw FSC i SSC, aby uzyska¢ rozktad
podobny do rozktadu przedstawionego na rycinie 1.
Wiecej informacji mozna znalez¢ w instrukcji cytometru
przeptywowego.

2. Utworzy¢ wykres punktowy 2, CCR3-PE vs
rozproszenie boczne, jak pokazano na rycinie 2.
Ustawi¢ bramke (np. bazofile) obejmujgcg calg
populacje bazofilow jako CCR3ros | SSClow jak pokazano
na prostokatnej bramce na rycinie 2. Eozynofile, ktére
sg réwniez CCR3r%, muszg zosta¢ wykluczone na
podstawie wysokiego SSC.

3. Utworzy¢ wykres punktowy 3, CD63-FITC vs CCR3-PE,
ukazujacy tylko bramkowane bazofile, jak pokazano na
rycinie 3. Uzy¢ niestymulowanych, spoczynkowych
bazofilbw z probdéwki tta pacjenta (PB), aby ustawic
bramke kwadrantowg obejmujagcg CD63 ujemne
komorki bazofilbw w prawym dolnym kwadrancie
(CD63mes CCR3ros/SSClow), jak pokazano na rycinie 3.
Bazofile aktywowane przez stymulacje pozytywnymi
kontrolami i specyficznymi alergenami spowodujg
powstanie populacji bazofiléw CD63 dodatnich
(CD63ros/CCR3Pos/SSClow) zidentyfikowanych w
prawym goérnym kwadrancie, jak pokazano na rycinie 4
z przyktadem stymulacji pozytywng kontrolg (STCON).

Odczyt testu jest wskazany jako stosunek bazofilow CD63
dodatnich do wszystkich bazofilbw (% aktywacji CD63)
zidentyfikowanych w  kwadrancie bramki  wykresu
punktowego 3 dla dowolnej probowki stymulacyjne;j.

All Events - PB
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Rycina 1: Trzy odrebne populacje (limfocyty, monocyty i granulocyty) na
wykresie punktowym FSC/SSC.

Uzyska¢ 500 lub wiecej komorek bazofilnych dla kazdej
probowki stymulacyjnej (bramkowanej jak pokazano na
wykresie punktowym 2, rycina 2 ponizej). Jezeli uzyskano
mniej niz 300 komoérek bazofiinych (np. w przypadku
bazopenii), nie mozna oceni¢ wynikéw testu.

ANALIZA DANYCH

Uzyskane dane sg analizowane za pomocg odpowiedniego
oprogramowania do analizy cytometrii przeptywowej.
Ustawi¢ podobne wykresy punktowe i bramki, jak w
przypadku akwizyciji.

Bramki identyfikujgce bazofile na wykresie punktowym 2
moga by¢ niezaleznie dostosowywane w dowolnej z réznych
stymulacji dla tej samej prébki pacjenta.
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W celu prawidtowej oceny i standaryzacji wynikéw dla
kazdego pacjenta definiowane jest ustawienie ftta przy
uzyciu stymulacji tta pacjenta (PB). Bramka kwadrantu
ustawiona na wykresie punktowym 3 musi by¢ zdefiniowana
na PB. W celu standaryzacji analizy, bramkowanie jest
ustawione od 2 do 2,5 % aktywowanych bazofiléw w probce
PB kazdego pacjenta (odniesc¢ sie do Ryciny 3).

Bramka ta musi by¢ zastosowana do wszystkich kolejnych
stymulacji u tych samych pacjentéw (PC1, PC2 i wszystkie
zmierzone alergeny) w celu obliczenia odsetka komorek
CD63 dodatnich w kazdej stymulacji (odnie$¢ sie do Ryciny
4).

All Events - PB

Basophil: 0.470%
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Rycina 2: Selekcja komérek bazofilnych CCR3P° / SSC'o%
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Q4 (CD63 ne9) 578 97,8

Rycina 3: Tto pacjenta (PB) tylko z STB

Flow CAST®
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Bazofil 506 0,39
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Q4 (CD63 ne9) 23 4,5

Rycina 4: Kontrola Stymulacji (STCON)

partiami nalezy zapoznaé sie z wynikami odtwarzalnosci w
sekcji ,Charakterystyka wydajnosci”.

KONTROLA JAKOSCI

Ponizsze kryteria i srodki kontroli jakosci powinny by¢
spetnione w celu uzyskania prawidtowego wyniku:
Populacje leukocytéw: Zazwyczaj na wykresie FSC/SSC
powinny pojawi¢ sie trzy rdézne populacje leukocytow:
limfocyty, monocyty i granulocyty (odnies¢ sie do ryciny 1).
Ich wystepowanie mozna uznaé za kryterium jakosci probki
krwi (odstepy czasu miedzy pobraniem prébki a
wykonaniem testu, warunki przechowywania). Nie mozna
oceni¢ wynikow testu, jedli uzyskano mniej niz 300
bazofilow.
Kontrole (pozytywne) stymulacji anty-FceRI mAb i fMLP:
Anty-FceRI  mAb nasladuje mostkowanie receptora
spowodowane przez alergen in vivo. fMLP jest tripeptydem
powodujacym aktywacje bazofiléw w sposéb
nieimmunologiczny.
e Jesli kontrola anty-FceRlI mAb wykazuje wartosé¢ = 10%
aktywowanych bazofiléw, probki mogg by¢ oceniane.

o Jesdli tylko kontrola fMLP wykazuje sygnat = 10%, ale
anty-FceRIl mADb nie, test zostat wykonany prawidtowo, ale
nie mozna oceni¢ wynikow testu. Pacjent jest uwazany za
niereagujgcego na IgE.

e Jesli zaréwno anty-FceRI mAb jak i IMLP wykazujg wartosci
<10% aktywowanych bazofiléw, prawdopodobny jest bigd
techniczny. Wynik testu nalezy uzna¢ za niewazny i test
nalezy powtérzyc.

OGRANICZENIA

e Wyniki testu Flow CAST® nalezy interpretowaé w
potaczeniu z innymi wynikami badan klinicznych i
laboratoryjnych.

e Aby okresli¢ zaburzenia alergiczne zwigzane z lekami,
testy BAT nalezy wykona¢ w ciggu 6 miesiecy od
wystgpienia reakcji alergicznej (ref. 8).

e Upewni¢ sie, ze uptyngt co najmniej jeden do dwoch
tygodni od reakcji alergicznej przed wykonaniem testu
BAT (ref. 8).

¢ Negatywne wyniki uzyskane dla alergenéw lekowych nie
powinny by¢ wykorzystane do wykluczenia alergii.

e Oczekuje sig, ze od 5 do 10% pacjentow nie bedzie
reagowa¢ na IgE. W przypadku tych pacjentéow nie
obserwuje sie zwiekszonej ekspresji CD63 i wyniku

pozytywnego. Osoby niereagujgce mozna
zidentyfikowa¢é za pomocg kontroli  stymulaciji
dostarczonych z testem Flow CAST® (ref. 9).

o Niewystarczajgco wypetnione probéwki K-EDTA

(wypetnione mniej niz do potowy) mogg prowadzi¢ do
wynikéw fatszywie ujemnych.

e U pacjentéw leczonych omalizumabem (XOLAIR®)
spodziewane sg zaktdcenia wynikéw testu Flow CAST®
(ref. 10).

e Nalezy unika¢ podawania ogdlnoustrojowych lekéw
przeciwalergicznych, takich jak kortykosteroidy, kwas
chromoglikanowy (DSCG) przez co najmniej 24 godziny
przed pobraniem krwi.

INTERPRETACJA WYNIKOW
Kategorie wynikéw dla testu Flow CAST® sg nastepujace:

STANDARYZACJA

Flow CAST® wykrywa populacje bazofiléw wykazujgcych
ekspresje  markera powierzchniowego CD63 jako
% catkowitej liczby bazofiléw. Nie istniejg miedzynarodowe
ani krajowe materiaty referencyjne ani referencyjne
procedury pomiarowe dla tego analitu.

Odtwarzalnos¢ kazdej partii jest gwarantowana przez
miareczkowanie koniugatéw przeciwcial monoklonalnych
anty-CD63-FITC i anty-CCR3-PE wzgledem kulek
kalibracyjnych. W celu oszacowania zmiennosci miedzy
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Wynik Interpretacja
< cut-off negatywny
= cut-off dla jednego lub obu
rozcienczen alergenu pozytywny
Tabela 3
CUT-OFF | PRZEDZIAL. REFERENCYJNY
Ustalono techniczny cut-off dla 5% aktywowanych

bazofiléw, gdzie wyniki 25% CD63r° wskazujg na aktywacje
bazofiléw.

Dla kazdego alergenu lepszg specyficznosé uzyskuje sie
poprzez zastosowanie specyficznych dla alergenu wartosci
cut-off, jak wskazano w broszurach dotyczgcych alergenéw
BUHLMANN.

Przedziaty referencyjne ustalono zgodnie z wytycznymi
CLSI C28-A3. Sto dwadziescia (120) prébek krwi z centrum
krwiodawstwa stymulowano buforem stymulacji lub
anty-FceRlI mAb i testowano zgodnie z protokotem
standardowym i protokotem lizy bez ptukania. Testy zostaty
przeprowadzone w ciggu 26 dni przez 3 operatorow przy
uzyciu dwéch partii odczynnikéw Flow CAST®.

Flow CAST®



Kontrola [Protokét Przedziat referencyjny (90% CI) [% CD63P°%]
testu 2,5 percentyl 97,5 percentyl
Standardowy 0,8 (0,5 - 1,2) 4,6 (4,1 -6,4)

Bufor -

Stymulacji (-iza bez 0,9 (0,6 - 1,0) 42(39-53)
ptukania
Standardowy |18,0 (11,5-26,0)  |97,7 (96,0 - 98,5)

Anty-FceRI L7ab

mAb 18 bez 132 (11,4-212)  |96,4 (94,3 - 97,3)
ptukania

Tabela 4

WYDAJNOSC KLINICZNA

Wydajnos¢ kliniczna testu Flow CAST® zostata oceniona na
podstawie podsumowujgcej analizy recenzowanej literatury
naukowej. W  analizie  uwzgledniono jedenascie
recenzowanych badan wybranych w systematycznym
przegladzie literatury obejmujacym okres do listopada 2019,
jedno badanie dotyczgce jadéw owaddéw nieznalezione w
pierwszym przeglagdzie oraz dwa badania dotyczace
alergenéw orzeszkow ziemnych opublikowane po 2019
roku. W badaniach sprawdzano zdolnos$¢ testu Flow CAST®
do rozrézniania osoéb z zaburzeniami alergicznymi od oséb
bez alergii. Zaburzenia alergiczne u pacjenta z alergig
zostaly potwierdzone za pomocg a) wywiadu klinicznego, b)

. L ) Wewnqtrz Pomiedzy dniami (A) )
Protokét Do Srednia = et Pomigdzy seriami (B) tacznie
testu [%CD63] edzy [%CV]
[%CV] [%CV]
A 34,7 |32 8,8% 0,0% 15,9%
standardowy B 90,3 |32 1,3% 2,0% 3,6%
(A) c 82,4 |32 1,8% 0,0% 51%
D 91,4 |32 1,1% 4,5% 5,0%
E 89,5 |32 1,5% 1,1% 1,9%
Liza bez F 740 (32| 27% 3,5% 6,0%
ptukania
G 68,2 |32 4,2% 12,5% 15,5%
(B)
H 739 |32 3,3% 2,9% 5,2%
Tabela 6

Odtwarzalnosé: <25% CV dla stymulanta

Odtwarzalnos¢ zostata ustalona w oparciu o wytyczne CLSI
EP05-A3 i norme ISO 15197:2013. Cztery probki krwi
dawcow stymulowano buforem stymulacji lub kontrolg
stymulaciji anty-FceRI mAb. Probki zostaty zbadane w dwoch
laboratoriach zgodnie ze standardowym protokotem.
Zastosowano projekt badania 3 urzadzenia/numery partii
X 2 operatoréw x 1 dzien x 5 powtérzeh. Powtdrzenia
odpowiadajg niezaleznej reakcji stymulacji i petnej
procedurze testu. Wyniki dla kontroli stymulacji
anty-FceRI mAb podsumowano w Tabeli 7.

doustnej prowokacji pokarmowe] (OFC) lub testu  [oswee| Sredhi | n Wewna Porieony | Pamigeey mmeret ¢ ezt
prowokaciji, ¢c) wywiadu klinicznego i testéw laboratoryjnych [%CV] [%CV] [%CV]
(naktucie skory - SPT, sIgE) lub d) wywiadu klinicznego i A 916 |30| 14% 2.1% 1.9% 3.2%
OFC/ testu prowokacji. Badania wykorzystujgce slgE lub 5 876 30| 1.7% 12% 3.3% 3.9%
SPT_jgko jedyne odniesienie _kliniczne zostaty wykluczone. c 919 30| 08% 0.9% 2% 25%
Wyniki podsumowano w tabeli 5. = %5 (30| 05% 0.0% 08% 0.9%
Grupa . Czutos¢ Osoby z Specyficznosé (Osoby Tabela 7
alergenéw |badan mediana alergla? mediana kontrcflne
(2akres) |(tacznie) |(zakres) (facznie) | SUBSTANCJE INTERFERUJACE
gm]k?sc 5 92% 311 93% 240
wziewne (81-100%) (80-100%) Wrazliwo$é testu Flow CAST® na sérodki farmaceutyczne,
Jad 87% 96% nieprawidtowe warunki krwi i dodatek K-EDTA do probki,
owadéw |2 (73-89%) & (95-97%) 39 zostata oceniona zgodnie z wytycznymi CLSI EP07-A2. Btad
Leki 7 55% 297 91% 167 systematyczny w wynikach przekraczajgcy 20% dla kontroli
(0-68%) (79-100%) stymulacji anty-FceRI mAb i 20% CD63res (bezwzgledny) dla
Tabela 5 kontroli stymulacji fMLP uznano za interferencje. Nie

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI

Precyzja <25% CV dla

stymulanta

Powtarzalno$c¢ (wewnatrzseryjna) [ precyzja
wewnatrzlaboratoryjna zostalty ustalone w oparciu o
wytyczne CLSI EP05-A3 i norme ISO 15197:2013. Cztery
probki krwi dawcéw stymulowano buforem stymulacji lub
kontrolg stymulacji anty-FceRI mAb. W przypadku
standardowej procedury zastosowano projekt badania
2 operatoréw x 4 dni x 1 seria x 4 powtérzenia. Dla
procedury lizy bez ptukania zastosowano projekt badania
2 operatorow x 1 dzien x 4 serie x 4 powtdrzenia.
Powtdrzenia odpowiadajg niezaleznej reakcji stymulacji i
petnej procedurze testu. Wyniki dla kontroli stymulacji
anty-FceRI mAb podsumowano w Tabeli 6.

wewnatrzlaboratoryjna:
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wykryto interferencji z nastepujgcymi  substancjami
wymienionymiw Tabeli 8 w podanych stezeniach. U jednego
dawcy wykryto interferencje z K-EDTA przy podwdjnym
stezeniu K-EDTA w probdéwce do poboru krwi zylnej.

Skiadnik aktywny Stezenie testowe [pug/mL]
Chlorowodorek feksofenadyny 1,6
Dichlorowodorek cetyryzyny 4,35
Dichlorowodorek hydroksyzyny 0,27
Ketotifen 0,6
Montelukast 3,84
Prednizon 1,2
N-Acetylo-L-tryptofan 30
Tréjgliceryd (Intralipid) 20000
Bilirubina zwigzana 400
Bilirubina niezwigzana 400
Hemoliza 56’100
Tabela 8
Flow CAST®
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SKROCONE PROTOKOLY

PROTOKOL STANDARDOWY: LIZA | PLUKANIE

Flow CAST®

Oznakowane probowki

1

50 L buforu stymulacji, kontroli lub alergenu
dodaé¢ 100 uL buforu stymulacji
doda¢ 50 pL krwi petnej pacjenta

C delikatnie wymieszac

A 4

dodac¢ 20 pL odczynnika barwigcego

c delikatnie wymieszaé i inkubowac przez
15 min w 37°C (taZznia wodna)

\ 4
dodac¢ 2 mL (18-28°C) odczynnika lizujacego

inkubowac 5-10 min w 18-28°C

C wirowac przez 5 min przy 500 x g i

v zdekantowac lub odessac supernatant
doda¢ 300 pL buforu ptuczacego*

< delikatnie wymiesza¢ na wytrzgsarce

vortex

A 4
Przej$¢ do analizy za pomocg cytometrii
przeptywowej

CZAS DO AKWIZYCJI ~30 MIN / CZAS DO OTRZYMANIA WYNIKU: ~ 1 GODZINA

* Uwaga: W zaleznosci od uzywanego urzgdzenia do cytometrii przeptywowej, ilo$é buforu ptuczacego powinna by¢ dostosowana do objetosci martwe;j i
gestosci komérek zgodnej z urzgdzeniem.

PROTOKOL ALTERNATYWNY: PROTOKOL LIZY BEZ PLUKANIA

Flow CAST®

Oznakowane probowki

50 pL buforu stymulacji, kontroli lub alergenu
dodaé¢ 100 uL buforu stymulacji
doda¢ 50 pL petnej krwi pacjenta

< delikatnie wymieszac

A 4
dodac¢ 20 pL odczynnika barwigcego

C delikatnie wymieszac i inkubowaé przez
15 min w 37°C (taZnia wodna)

A 4

dodac¢ 1.5 * 0.5 mL (18-28°C) odczynnika
lizujgcego

Przej$¢ do analizy za pomocg cytometrii
przeptywowej

CZAS DO AKWIZYCJI ~ 20 MIN/ CZAS DO OTRZYMANIA WYNIKU: ~ 1 GODZINA
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LISTA ZMIAN

Data Wersja Zmiana
Zmiana sformutowan w rozdziale Analiza danych i Wydajnos¢ kliniczna
2023-06-21 A2 Wiaczenie numeru jednostki notyfikowanej do znaku CE — procedura oceny zgodnosci

wg IVDR 2017/746

RAPORTOWANIE WYPADKOW W PANSTWACH CZLONKOWSKICH UE

W przypadku wystgpienia jakiegokolwiek powaznego wypadku z udziatem tego urzadzenia, nalezy bezzwiocznie zgtosic to
producentowi i wkasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego.

USZKODZENIA PRZESYLKI

Jezeli produkt zostat uszkodzony nalezy poinformowac o tym dystrybutora.
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SYMBOLE

Firma BUHLMANN stosuje symbole i oznaczenia wymienione i opisane w normie 1ISO 15223-1. Dodatkowo stosowane sg
nastepujgce symbole i oznaczenia:

Symbol Wyjasnienie
STIM Bufor Stymulacji

ICONTROL [ STIM|

Kontrola Stymulaciji

[CONTROL | FMLP|

Kontrola Stymulacji fMLP

REAG [ STAIN

Odczynnik barwigcy

REAG|LYS Odczynnik lizujgcy
BUF | WASH Bufor ptuczacy
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