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Test aktivace bazofilu
Basophil activation test (BAT)

1991 Knol EF, JACI, 88: 328-38: Monitoring human basophil
activation via CD63 monoclonal antibody 435

1994 Sainte-Laudy J, Allerg Immunol, 26: 211-4: Analysis of
membrane expression of the CD63 human basophil activation
marker. Applications to allergologic diagnosis.

1997 Sabbah A Immunobiologic diagnosis of food allergy
1999 Stevens S BAT in Hymenoptera venom allergy

1999 Monneret G Biological diagnosis of immediate drug allergy.
Comparative study of histamine liberation tests and CD63
expression by flow cytometry.



or. Edward Knol, Associated professor
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* Analytical Cytometry VIII -
Olomouc 3.-6.10.2015:
Application Of flOW How LM435-CD63 binding on actavatgd basophils
Cytometry in the was discovered: An example of serendipity.
diagnostics of allergy

* objevil aktivacni znak
CD63 na bazofilnich
granulocytech vlastné
nahodou (pri studiu
trombocytu)

Rob Fijnheer




Komercni soupravy BAT

Nazev soupravy | Vyrobce Detekéni znak vzorek
FlowCAST Bihimann CD63 Krev s EDTA
Basotest Orpegen / Glycotope / | CD63 Krev s

BD Biosciences heparinem
Allergenicity kit Beckman Coulter CD203c Krev s EDTA
Baso Flow — Ex Exbio CD63 (+ detekce Krev s

kit

bazofild CD203c)

heparinem




Detekcni znaky
aktivace bazofilu

CD63 CD203c
* Protein z rodiny tetraspanind, * Rodina pyrofosfataz /
lokalizovany v membrané fosfodiesteraz
lysozomu obsahuijicich histamin « Konstitu¢ni znak bazofilnich
* Povrchova exprese odpovida granulocytu (identifika€ni
degranulaci bazofilniho marker)
granulocytu « Exprese stoupd pfi stimulaci
* Nejlépe klinicky validovany (aktivacni marker)
B CD203c upregulation
CD63 surface expression
non-stimulated activated
non-stimulated activated —
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The clinical utility of basophil activation testing in
diagnosis and monitoring of allergic disease

H. J. Hoffmann’, A. F. Santos®**, C. Mayorga®, A. Nopp®, B. Eberlein’, M. Ferrer®, P. Rouzaire®,
D. G. Ebo', V. Sabato'?, M. L. Sanz®, T. Pecaric-Petkovic'’, S. U. Patil'?, O. V. Hausmann™",
W. G. Shreffler'?, P. Korosec'® and E. F. Knol'®

* Diagnosis of allergy (prior to « Monitoring allergic disease
provocation)

— Drugs — Reproducible ex vivo correlate of
* Useful suppmement for b-lactam clinical allergy

antibiotics and quinolones
* Unique for muscle relaxants, radio

contrast media and pyrazolones — Identification of clinically relevant
— Food allergy —allows reduction in allergen in insect venom allergy
the number of OFC required
— Unigue for many occupational — Monitoring natural and induced
allergens resolution of food allergy

— Useful supplement for insect

venom allergen dc.etec.tlon _ — Predicting success of allergen
— Can replace ASST in diagnosing immunotherapy

autoimmune urticaria

— Useful in diagnosis of local allergic

rhinitis — Monitoring anti-IgE treatment

Dichotomous decision: % pos, SI, AUC Change in sensitivity: EC50 — CD-sens



Preanalytické a analytické poznamky

Kortikosteroidy a cyklosporin A mohou ovlivnit
Antihistaminika BAT neovlivAuiji (PP - Hoffman et al 2015)

Vysetrit béhem 1 roku od posledni expozice (léky!)

Stabilizatory krve typu EDTA / citrat brani degranulaci, pridani kalcia
tento efekt rusi

IL-3 zvysuje alergen-specifickou up-regulaci CD63, ale téz nespecifickou
up-regulaci CD203c¢

Zdroj lékovych alergenli — komercni; Cisté substance; parenteralni
roztoky; 2-3 fedéni (napr. 1:10, 1:100, 1:1000); chinolony drzet ve tmé

BAT nema EHK - mezilaboratorni porovnani je zadouci, ale zatim chybi



Interpretace BAT s léky

| éky — vyrazneé slabsi stimul pro BAT nez
oroteiny

Koncentrace viadu mg/ml (0,1..1) > S

Potravinoveé a inhalacni alergeny v radu
..ng/ml .. pg/ml = SI > 100

>4

g/ ml

Negativni vysledek alergii na |ék nevylucuje !!!



Specificita, senzitivita

(Hoffmann et al 2015)

Skupina senzitivita specificita
Beta-laktamova ATB 22 -53% 79 -100 %
Chinolonova ATB 17,9 -60 % 88—-93%
Periferni myorelaxancia 36—-86 % 93 -100 %
Pyrazolonova NSA 42 -55% 86 —-100 %




,Alergie” na léky

Nezadouci ucinky
(farmakologické,
hypersenzitivni...)

Lékové
hypersenzitivity

Lékové
alergie

IgE
mediované
lékové
alergie



Klinicka klasifikace |ékovych
hypersenzitivit

e podle intervalu od podani léku do zacatku reakce
e casne =immediate (.. IgE, do 1-6 hod)
* pozdni = non-immediate (.. T-lymfo) "B

gasné  pozdni anafylaxe
angioedém
urtika
bronchospasmus

opozdéne skcelerovane |
U

exantémy
(oddalené)
rtikarie
(Easne)
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i 3 | 5 R X LT T ] T makul}opapulozm
Hodiny Dny exantem

Demoly P et al, ICON on Drug Allergy, Allergy 2014



Laboratoni diagnostika |ékové alergie

¢asna reakce pozdni reakce |

g | T-lymfo
l !

{ sigk, BAT .. } { LTT / LBT .. }




Vlastni zkusenosti

* BAT FlowCAST, Bihlmann: vc€eli a vosi jed (od
2002), léky (od 2005), potraviny (od 2008)

e Léky 2005 —2019: cca 10-12 pozitivnich nalezu

* RUzné dg metody Casto vzajemneé diskrepantni
(specifické IgkE — BAT — kozni testy)



Kazuistika 1

Nar. 1962

OA: Vrozena cyanoticka
srdecCni vada, 1990 + 1991
infekéni endokarditis, 2006
Kawashimova operace srdce,
implantovan ICD

AA: 1) PNCi.v. 1990: akutni
slabost a dusnost — vs
pocinajici anafylaxe

2) Vankomycin i.v. 11/2015 —
akutni svédivy exantém,
slabost




Vysetrena 2 tydny po reakci:
BAT vankomycin: pozitivni

KT vankomycin:

T prick 50 mg/ml: negativni
’ NC=0.17 Intradermalni test 0,005
R C (FceRl) = 87.61 mg/ml: pozitivni

° 0 ow
0 o o

o ot 0o PC (fMLP) = 1943

N 0T oM

Vancom.(0.5 mg/ml)=30.17

S

vancomycin SPT

é‘&«' K
Wit

Alergie na vankomycin
prokazana BAT i KT




Dg alergie na PNC

Il\le)l]spééné\ — dlouhy odstup od reakce (25
et

sIgE PNCV, PNC G, ampicilin, amoxicilin neg
BAT PPL, MD, PNC G, ampicilin, amoxicilin
neg

KT PPL, MD, PNC G, ampicilin, amoksiklay,
cefazolin, cefuroxim — negativni, ale od 2.

den krupickovity exantém na trupu v trvani
nékolika dni (mozny projev senzibilizace)

DPT cefuroxim p.o. negativni

Ré: stp anafylaxi na PNC, toleruje
cefalosporin 2. generace




Kazuistika 2

Nar. 1964

OA: diabetes mellitus Il.typu

na inzulinu; cholecystolitiasis
(CHCE 2015); urolithiasis (koliky);
pyelonefritis 2/2017, uroinfekce
2/2018

AA: Biseptol p.o. 960 mg a 12 hod pro
uroinfekci od 6.2.2018

12.2.2018 - 15 min po davce svédeéni, paleni a otok oci, zrudl,
vyrazka - RZS ad nem. pohotovost, th SoluMedrol, Dithiaden s
ustupem projevu, za nékolik hod doma recidiva, Prednison p.o. s
efektem; Ré: 2-fazova anafylaxe |. st — exantém + otoky
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0,1 mg/ml

Biseptol
1 mg/ml

Alergie na biseptol

prokazana BAT i KT

Vysetren 2,5 tydne po reakci:
BAT biseptol: pozitivni
(konc. 1 mg/ml CD63 = 41 %)

KT biseptol:
prick 1 mg/ml: negativni

Intradermalni test 0,1
mg/ml: pozitivni




e Nar. 1938

 OA: hypertenze, chronicka hepatitis C, stp Ca prostaty, stp resekci
zaludku pro VCHGD, porfyria cutanea tarda, cholecystolithiasis (koliky)

e AA: elektivni CHCE 20.1.2015 — anafylaxe se zastavou srdce pri uvodu do
CA, KPR Uspésna, ale posthypoxické poskozeni CNS

e Suspektni pricinné léky: atracurium, propofol, sufentanil, ephedrin;
(premedikace morfin + atropin); skryté pricCiny: latex; chlorhexidin




Lab dg

tryptdza: 146 .. 11 ng/ml

26.2.2015

slgkE latex 0,8 kUA/I, morfin,
pholcodin, succinylcholin neg

BAT propofol 1:10 =67 %
propofol 1:100 =77 %

atracurium, sufentanil, morfin,
ephedrin, atropin negativni

vejce 37 %, soja, arasid neg



Kazuistika 3 - interpretace

* Pricinou reakce pravdepodobné propofol. Vedlejsi nalez
senzibilizace na latex a vejce nutno posoudit v kontextu
klinickych projevu (informace v dobé vysetreni pro nas
nedostupné).

e Klinicky stav neumoznoval doplnit kozni testy, vysetreni je
tedy nekompletni




Kazuistika 4

Nar. 1964

OA: ICHDK (opakované cévni intervence —
endarterektomie 2011 a 2014, stent 2014,
angioplastika 2016), hypertenze, hepatopatie
ethylické etiologie, nikotinismus

AA: 29.3.2017 anafylakticky Sok pfi infuzi cefuroximu
pred planovanym cévnim vykonem: po vykapani cca
20 ml (ze 110 ml) slzeni, kaSel, ztrata védomi,
bradykardie, hypotenze, hyposaturace, th infuze ex,
KPR + adrenalin, SoluMedrol, Uspésna, prechodné
UPV na ARO.

Nespolupracujici pacient, k odbérim ani
ambulantnimu vysSetreni nedorazil

Nova hospitalizace v 6/2017, doplnény odbéry



Kazuistika 4

* BAT:

* cefuroxim 20 mg/ml =24 %
* cefuroxim 2 mg/ml=21%
* ceftriaxon 20 mg/ml =5 %
« ceftriaxon2 mg/ml=4%

e PPL, MD, PNC G, ampicilin, amoxicilin, piperacilin,
cefazolin, ceftazidim, meropenem neg

* slgkE:

* penicilin V 0,89 kUA/I
* penicilin G 0,32 kUA/I
* ampicilin 0,66 kUA/I
* amoxicilin 0,77 kUA/I

Ré: alergie na cefuroxim (stp anafylaktickém Soku,
konfirmovano BAT), Siroka zkrizena reaktivita (PNC rada —
dle sIgE, cefalosporiny 3. generace — ceftriaxon — dle BAT)




Kazuistika 5

Nar. 1976
OA: dosud zdrav

AA:22.10.2016 po 1. tbl
Xorimaxu (cefuroxim) na
respiracni infekt beéhem 5 min
anafylaxe: dusnost, slabost,
zvraceni, otok obliceje a jazyka,
kratce i bezvédomi, s RZS ad
nem, TK90/50, exantém, prijem




Kozni testy

e 24.11.2016 cefuroxim prick
2 mg/ml: silné pozitivni

* IDT nedoplnovan

e 29.11.2016 ceftriaxon prick
pozitivni; PPL, MD, PNC G,
ampicilin, amoksiklav,
cefazolin prick + IDT neg

e 5.1.2017 cefotaxim prick
pozitivni; oxacilin,
ceftazidime, cefepime prick
+ IDT neg



Specifické IgE
(ImmunoCAP)

Phadia

» Amoxicilin 0,14 kUA/| W

* PNCV neg £ 8
* PNC G neg ol [
e ampicilin: neg '




BAT

Nehodnotitelny
pro vysokou spontanni
aktivaci bazofilu

NK (opakované odbéry 11/2016 .. 2/2019):
35..83..60..68..1..48%



Provokacni test
s penicilinem

Pod dohledem, i.v. pristup

p.0. postupné a 30 min

1mg..5mg..25mg.. 100 mg

Pozitivni pfi kumulativni ddvce 131 mg: naval, pachut v Ustech,
tachykardie, horsi dech, zavrat, zimnice; ustoupilo po 1écbé
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Kazuistika 5 — interpretace a doporuceni

Diagnoza

EIiminace‘

Alergie Cefuroxim
casného

t
(?’ngl; Cefalosp. I.gen, ll.gen,

lll.gen, IV.gen

Peniciliny, aminopeniciliny

Karbapenemy, monobactamy ?




Drug hypersensitivity meeting
Amsterdam 19-21 April 2018

 Edward Knoll (Utrecht)

* BAT in drug allergy — Pro / Con

e Skvely test na potravinové alergie, u léku —
vyzkum ano, rutina zatim ne



Zaver - ja

Take home message:

BAT s léky — sporadicky velice uzitecné doplnujici
vysetreni

Cilena indikace (nedavna anafylaxe), parenteralni
formy, vice redéni

Negativni nalezy nespolehlivé

Unmet needs:
Reproducibilita?
Mezilaboratorni srovnani a standardizace



