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AVSEDD ANVANDNING

BUHLMANN Flow CAST® &r ett in vitro-diagnostiskt test for
kvantitativ bestamning av basofilaktivering vid stimulering
med specifika allergener. Testet anvander flodescytometri
for att detektera basofilpopulation som uttrycker CD63-
cellytmarkorer i K-EDTA-helblodprov fran patient. Flow
CAST® ar avsett som ett hjalpmedel fér diagnosticering av
omedelbara allergiska tillstdnd i kombination med andra
kliniska fynd och laboratorieprover.

Endast for anvandning i laboratorium.

ANALYSENS PRINCIP

Flow CAST® ar ett basofilaktiveringstest baserat pa
flodescytometri (ref. 1, 2). Helblod frn patienter stimuleras
med specifika allergener och med stimuleringsbuffert samt
stimuleringskontroller ~ fér att utvardera  patientens
basofildegranulering ex vivo. Provet fargas med tva
fluorescensmarkta monoklonala antikroppar, en for
basofilselektering (anti-CCR3-PE) och en for bestdamning av
basofilaktivering (anti-CD63-FITC) (ref. 3-6). CD63 ar ett
transmembranprotein  som finns pa cellytan hos
intracelluléra vesiklar efter basofildegranulering (ref. 7).
Erytrocyter fran patientprov avlagsnas genom en
lyseringsreaktion. Beroende pa protokoll centrifugeras
cellerna, atersuspenderas i tvattbuffert och fixeras for
senare analys med flédescytometri, eller analyseras direkt
efter lysering. Basofiler grindas fran leukocytpopulationen
som CCR3ros/SSClow, Aktiveringsstatus for de grindade
basofilerna bestams av deras CD63-uttryck
(aktiveringsmarkor). Patienter hos vilka IgE-medierade
allergiska reaktioner inte framkallas, s& kallade “icke-
responders” identifieras baserat pa resultaten av de positiva
kontrollerna. For avlasning av analysen anvands ratiot
mellan CD63-positiva basofiler och totala basofiler (%
CD63-aktivering).

FORVARING OCH HALLBARHET FOR REAGENSER

OoOppnade reagenser

Forvaras vid 2—-8 °C. Anvand inte reagenserna efter det utgangsdatum
som &r tryckt p& etiketterna.

Oppnade och rekonstituerade reagenser

Stimuleringsbuffert

Stabil vid —20°C i 6 manader. Vid

Stimuleringskontroll upprepad anvandning forvantas alikvot.

Stimuleringskontroll fMLP

Lyseringseagens

Fargningsreagens Stabil vid 2-8°C i 6 manader.

Tvattbuffert

Tabell 2

REAGENSER SOM MEDFOLER OCH

MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE INGAR

o K-EDTA-venprovtagningsror
e Centrifug

o Pyrogenfria flodescytometrirr
polystyren for engangsbruk

o Provrorstall for flodescytometri, for stimuleringen
e Vortexblandare

av polypropylen eller

e (Ej obligatoriskt) Mikrotiterplattor for vévnadsodling, for
cellstimulering och fargningen enligt standardprotokollet

e (Ej obligatoriskt) Djupbrunnplattor for cellstimulering,
fargning, lysering och flodescytometrisk datainsamling enligt
lysering-ingen-tvatt-protokollet

e Precisionspipetter
engangsbruk
- 10-100 pL, 100-1000 pL,
- 1-5 mL justerbar pipett och
- (ej obligatoriskt): 10-50 L justerbar dispenser
e 50 mL cylinder for rekonstituering av stimuleringsbufferten

e Sterilt, ultrarent och apyrogent vatten for rekonstituering av
stimuleringsbufferten (se avsnitt Tekniska
forsiktighetsatgarder)

e Vattenbad (rekommenderas) eller inkubator instélld pa
37°C

e Destillerat eller avjoniserat vatten och lampligt
laboratorieglas for utspadning av lyseringsreagenserna

e Lock eller parafilm for overtdckning av rdren under
inkubationsstegen

e Flasktoppdispensers for
tvattbuffert

e Flodescytometer utrustad med en 488 nm (bld) laserkalla
och emissionsfilter for PE- samt FITC-detektering

med  pyrogenfria  spetsar  for

lyseringen av reagens och

e Programvara for flodescytometrisk analys (se avsnitt
Flodescytometrisk datainsamling)

FORBEREDELSE
Reagenser Mangd Kod Kommentar
Stimuleringsbuffert 1 flaska Rekonstituera
innehallande kalcium, frvstorkad B-CCR-STB med 50 mL
heparin och IL-3 rystorka vatten?
. . Rekonstituera
STl | acatay |B-COR- STCON|med 15 mL
P 4 B-CCR-STB
. . Rekonstituera
fsl\t/l'inpuz!e””gSkon"o” frlsﬂt?)ﬂ((:d B-CCR-FMLP | med 1,5 mL
y B-CCR-STB
Fargningsreagens
Blandning av anti- 1 flaska -
CD63-FITC ochanti- | 22mL |B-CCRSR | Bruksfardig
CCR3-PE mAb
Spad med
Lyseringsreagens® 1 flaska ) ) 225 mL
10 x koncentrerad 25 mL B-CCR-LYR avjoniserat
vatten
Tvattuffert 1 flaska -
med 0,1% formaldehyd | 100 mL B-CCR-WB Bruksfardig
Tabell 1

D Se avsnitt Tekniska forsiktighetsétgarder for rekommenderad
vattenkvalitet.

2 N-formyl-metionyl-leucyl-fenylalanin

3 Kristaller kan bildas under forvaring vid 2—8 °C. Sadana bor lésas upp vid
18-28 °C fore spadning
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ALLERGENER SOM SKA BESTALLAS SEPARAT

Validerade antigener for Flow CAST® tillhandahalls separat
av BUHLMANN. For bestallningskoder och information om
preperation av allergener se BUHLMANN's allergen-
material p&A BUHLMANN'’s webbsida:

www.buhlmannlabs.ch
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Viktigt: Flow CAST® har endast testats i kombination med
de CAST®-allergener som finns tillgangliga via BUHLMANN
Laboratories AG. Det ar laboratoriets eget ansvar att
validera anvandningen av allergener som erhalls fran andra
kallor.

VARNINGAR

Sakerhetsatgarder

e Stimuleringsbufferten (B-CCR-STB) i detta test innehaller
komponenter av manskligt ursprung. Aven om reagenserna
har testats och uppvisat negativa resultat for HBV-ytantigen
och HCV- samt HIV1/2-antikroppar, ska de hanteras som
potentiellt smittsamma i enlighet med god laboratoriesed
(GLP) och lampliga forsiktighetsatgarder ska vidtas.

e Undvik att reagenserna kommer i kontakt med hud, 6gon,
eller slemhinnor. Vid kontakt, skdlj omedelbart med
rikliga mangder vatten.

e Reagenser och kemikalier ska hanteras som farligt avfall
i enlighet med nationella riktlinjer eller lagstifning.

Tekniska foriktighetsatgarder

e Rekommenderad vattenkvalitet for Flow CAST®:
Anvandning av sterilt, ultrarent och apyrogent vatten for
rekonstituering av stimuleringsbuffert (B-CCR-STB) é&r
avgorande for god och reproducerbar basofilstimulering.
Follande vattenkéllor kan anvandas: vatten av
cellodlingskvalitet, vatten av infusionskvalitet eller
avjoniserat, dubbeldestillerat vatten som ultrafiltrerats i ett
periodiskt sanerat 10 kDa ultrafilter.

e Lyseringsreagens (B-CCR-LYR) kan rekonstitueras med
avjoniserat, dubbeldestillerat vatten eller med vatten som
har samma kvalitet som det vatten som anvénds for
rekonstituering av stimuleringsbufferten.

e Undvik allergenkontaminering under cellstimulering:
Luftallergener i laboratoriet kan fororena dppna blodprover
samt cellsuspensioner och orsaka forhgjd bakgrundsniva.
Blodprover och ror for cellstimulering maste téckas val med
lock eller parafilm. Undvik husdammkvalster, pollinerande
vaxter, latexhandskar och utrustning som kan innehalla
latex samt 6ppna fonster i laboratoriet dar cellstimuleringen
utfors. Det rekommenderas att cellpreparation- och
stimuleringssteg utfors i en laminar flodeshuv.

e Vattenbad rekommenderas framfor inkubator p& grund av
effektivare varmedverforing. Kontrollera att temperaturen &r
installd p& 37° C om inkubator anvénds. Lagre eller hogre
temperatur kan paverka resultatet.

e Lag nivd av basofilaktivering forvantas generellt for
lakemedelsallergener. Det ar darfér avgorande att optimala
forndllanden under stimulering uppnas, inklusive
temperatur. For lakemedelsallergener rekommenderas
anvandning av enstaka ror istallet for djupbrunnplattor.

e Komponenterna far inte anvandas efter utgdngsdatumet
som &r tryckt pa etiketterna.

e Blanda inte reagenser fran olika loter.
e Undvik kontaminering av reagenser.
Testprocedur
e Balansera
(18-28 °C).

e Las instruktionerna noga innan testet utfors. Testets
prestanda kan paverkas negativt om reagensen spads

lyseringsreagens  till  rumstemperatur
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pa felaktigt satt, eller hanteras och forvaras under andra
forhallanden 4n de som anges i denna bruksanvisning.

e Prov som inte hanteras korrekt kan ge felaktiga resultat.

o Verifiera preparaten visuelt for att bedéma effekten av
lyseringen. Erytrocyterna kan lyseras ofullstandigt och
upptrada som ljus diffraktion pa samma plats som
leukocyterna i punktdiagrammet.

e Forlangd lyseringstid kan leda till cellfrlust. Sakerstall att
minst 300 basofiler finns for datainsamling. Vi
rekommenderar att insamling av prover som hanteras enligt
lysering-ingen-tvatt-protokollet utférs inom en timme.

o Flodescytometri kan ge falska resultat om: cytometern &r
felinstalld, fluorescenselackor inte kompenseras tillréckligt,
eller om grindregionerna inte placeras med noggrannhet.

PROVINSAMLING OCH LAGRING

Det rekommenderas att patienter undviker systemiskt
administrerade antiallergena lakemedel sasom
kortikosteroider och kromoglycinsyra (DSCG) under minst
24 timmar fore blodprovstagning.

Samla blod i K-EDTA-venprovtagningsror genom att fylla
roren upp till avsett volymmarke. Réren maste fyllas minst
halvvags. En (1) mL helblod récker till cirka 18 provror.
Blodproverna ska inte centrifugeras eller frysas.

Helblod

Helblodprov som férvaras vid 2—8 °C bor bearbetas inom 48
timmar efter insamlingen. For bestdmning av allergiska
reaktioner mot ldkemedel rekommenderas att proverna
bearbetas omedelbart och senast 24 timmar efter
provinsamling. Helblodprov kan ocksa lagras vid
rumstemperatur (temperaturer upp till 28 °C). De maste
dock bearbetas inom 24 timmar efter insamlingen enligt
standardprotokollet, eller pa& insamlingsdagen enligt
lysering-ingen-tvatt-protokollet.

Bearbetade prov

Celler som bearbetas enligt standardprotokollet fixeras.
Fixerade celler kan forvaras vid 2—8 °C i 5 dagar i skydd fran
ljus for efterfoljande flodescytometrisk provinsamling.

ANALYSPROCEDUR
1. Blanda det icke koagulerade blodprovet genom att vanda
venpunkturréret upp och ner flera ganger.

2. Forbered nya och pyrogenfria standardcytometrirér av
polypropen eller polystyren.

3. Mark roren for varje patient t.ex. enligt foljande:
PB = patientbakgrund
PC1 = stimuleringskontroll med anti-FcEpsilonRI-Ab
PC2 = stimuleringskontroll med fMLP
A1-1 for allergen 1 med spadning 1
Al-2 for allergen 1 med spadning 2 etc.
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50 pL stimulus
100 uL STB
50 pL blood
20 uL SR
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Stimulering och fargning

4. Tillsétt 50 pyL av motsvarande stimuli till varje ror:
PB-ror: 50 uL stimuleringsbuffert (patientbakgrund)

PC1-ror: 50 yL stimuleringskontroll anti-FcEpsilonRI
mAb

PC2-ror: 50 pL stimuleringskontroll fMLP
AXx-y-ror: 50 pL allergen
5. Tillsatt 100 uL stimuleringsbuffert (STB) till varje ror.

6. Tillsatt 50 yL av patientens helblod till varje ror.
Sakerstall att sidan av roret och toppen ér fri fran blod.

7. Blanda med forsiktighet.
8. Tillsatt 20 uL fargningsreagens (SR) till varje rér.

9. Blanda med forsiktighet, tack réren och inkubera i 15
minuter vid 37 °C i vattenbad.

Obs: Om inkubator anvénds istallet for vattenbad forlangs
inkubationstiden till 25 minuter pa grund av mindre effektiv
varmeoverforing.

Lysering

Obs:  Lyseringsreagensen
rumstemperatur (18-28 °C).

maste  balanseras il

Standardprotokoll: Lysering och tvéatt
10. Tillsatt 2 mL balanserat (18-28 °C) lyseringsreagens till
varje ror, blanda med forsiktighet.

11. Inkubera i 5-10 minuter vid 18-28 °C.
12. Centrifugera réren i 5 minuter vid 500 x g.
13. Dekantera supernatanten med hjalp av blottingpapper.

14. Atersuspendera cellpelleten med 300 uL tvattbuffert (ett
fixativ inkluderas i tvattbufferten).

Obs: Méangden tvattbuffert kan anpassas till det specifika
flodescytometriska instrument som anvands utifran den
doédvolym och celldensitet som ar kompatibel med enheten.

15. Vortexblanda med forsiktighet.

Folj antingen 16a.: anvand proverna for datainsamling med
flodescytometern.

eller 16b.: om proverna inte anvands for omedelbar
datainsamling, lat dem inkubera i 30 minuter vid
rumstemperatur och i skydd fran ljus (fixerade). Forvara
proverna forseglade i skydd fran ljus vid 2—-8 °C fram till
matning. Fixerade celler kan forvaras vid 2—-8 °C i 5 dagar
for efterféljande flodescytometrisk datainsamling.
Vortexblanda provroren med forsiktighet fore datainsamling.

Obs: Lagrade prover som é&r fixerade kan ndr som helst
analyseras utan forbehandling. Se avsnittet "Provinsamling
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och lagring" for forvaringsstider. En viss minskning av
fluorescensintensiteten och en lagre basofiltillivaxt 280% kan
observeras efter langre tids lagring.

Alternativt protokoll: ”Lysering-ingen-tvatt”

Den nya generationens hdgpresterande flédescytometrar
kan analysera lyserade, otvéttade prover. Denna procedur
maste anpassas till det flodescytometerska instrument som
anvands och kan krava optimering. Protokollet nedan ar
baserat pa data som erhdllits med Attune NxT-
flodescytometer (Thermo Fisher).

10.Utfér procedursteg 1 till 9 (ovan) och fortsatt sedan med
steg 10 har. Tillsatt 1,5 = 0,5 mL balanserat (18-28 °C)
lyseringsreagens till varje rér och blanda med forsiktighet
(volymen maste optimeras beroende pa hastigheten hos
den anvanda flédescytometern).

11. Samla in datan med hjalp av lamplig flédescytometrisk
enhet som mojliggér hog hastighet for att halla
analystiden minimal.

Obs: Datan bor analyseras inom 24 timmar efter insamling.
Se avsnittet "Provinsamling och lagring”.

FLODESCYTOMETRISK DATAINSAMLING

Flodescytometrisk  datainsamling kan  utforas  pa
flodescytometer som &r utrustad med en 488 nm
argonlaserdiod (blagront excitationsljus).

Flodescytometern méaste vara optimerad for detektering av

Forward Scatter (FSC) och Side Scatter (SSC) samt de tva

fluorokromerna FITC och PE.

Sakerstall att flodescytometern &r korrekt installd och

fargkompenserad. For lamplig datainsamling och

karakterisering av vilande samt aktiverade basofiler skapas
féljande punktdiagram:

1. Skapa punktdiagram 1 som FSC kontra SSC for
insamling av full leukocytpopulation, som visas i figur 1.
Sakerstall att leukocytpopulationen separeras i tre
atskilda populationer (lymfocyter, monocyter och
granulocyter) p& FSC/SSC-punktdiagrammet under
insamlingen. Justera FSC- och SSC-signalerna
(grindningen) for att f& en fordelning som visas i figur 1.
Se flodescytometerns produktmanual for ytterligare
instruktioner.

2. Skapa punktdiagram 2 som CCR3-PE kontra SSC, som
visas i figur 2. Stéall in en grindning (t.ex. basofiler)
inkluderande hela basofilpopulationen som &r CCR3pos
och SSClv, som visas med rektangeln i figur 2.
Eosinofiler som ar CCR3r°s maste uteslutas baserat pa
hég SSC.

3. Skapa punktdiagram 3 som CD63-FITC kontra CCR3-
PE med endast de grindade basofilerna, som visas i
figur 3. Anvand de icke-stimulerade, vilande basofilerna
i patientens provrér (PB) for att skapa en
kvadrantgrindning inkluderande CD63-negativa
basofilceller i den nedre hdgra kvadranten (CD63"e9
CCR3ros/SSCH9), som visas i figur 3. Basofiler
aktiverade genom stimulering av positiva kontroller och
specifika allergener kommer att resultera i CD63-positiv
basofilpopulation (CD63rP°s/CCR3Pos/SSC'49) identifierad
i den 6vre hogra kvadranten, som visas i figur 4 med ett
exempel pa positiv kontrollstimulering (STCON).

For avlasning av analysen anvands ratiot mellan CD63-
positiva basofiler och totala basofiler (%CD63-aktivering)

Flow CAST®



som identifierats i kvadrantgrindningen i punktdiagram 3 for
nagot av stimuleringsréren.

All Events - PB

1000

(1073)

FSC-A

0.001

0.001 500

SSC-A (10/3)

1000

Figur 1: Tre atskilda populationer (lymfocyter, monocyyter och
granulocyer) pa ett FSC/SSC-punktdiagram.

Samla in 500 basofilceller eller fler for varje stimuleringsror
(grindade enligt punktdiagram 2, som visas i figur 2 nedan).
Testresultaten kan inte utvarderas om farre &n 300
basofilceller samlas in (t.ex. vid basopeni).

DATAANALYS

Insamlade data analyseras med lamplig programvara for
flodescytometrisk analys. Liknande punktdiagram och
grindning som for insamlade data skapas.

Grindningen som identifierar basofilerna i punktdiagram 2
kan anpassas individuellt i de olika stimuleringarna for ett
och samma patientprov. Fo6r korrekt utvardering och
standardisering av resultaten maste en bakgrundsinstalining
séattas upp for varje enskild patient med hjalp av patientens
bakgrundsstimulering (PB). Kvadrantgrindningen som
skapas i punktdiagram 3 maste stéllas in utifrén
bakgrundsstimuleringen (PB). For standardisering av
analysen ar grindingen installd p& att vara mellan 2 och 2,5%
aktiverade basofiler i PB-provet hos varje patient (se figur 3).
Denna grindning maste appliceras pa alla efterfdljande
stimuleringar for samma patienter (PC1, PC2 och alla
analyserade allergener) for att berdkna procentandelen
CD63-positiva celler i stimuleringarna (se figur 4).

All Events - PB

‘Basophil: 0.470%

CCR3 - R-PE-A

500
SSC-A (10/3)

1000

Figur 2: Selektering av basofila celler CCR3P° / SSC'9
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Figur 3: Patientbakgrund (PB) med endast STB
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Totalt 130 926 100,0
Basofil 506 0,39
Q2 (CD63ros) 483 95,5
Q4 (CD63ne9) 23 4,5

Figur 4: Stimuleringgskontroll (STCON)

KVALITETSKONTROLL

Foljande kriterier och kvalitetskontrollatgarder bor uppfyllas
for ett giltigt resultat:

Leukocytpopulationer: Generellt bér tre distinkta
leukocytpopulationer, lymfocyter, monocyter och
granulocyter, urskiljas i FSC/SSC-diagrammet (se figur 1).
Populationernas foérekomst kan betraktas som ett kriterium
for blodprovets kvalitet (forfluten tid mellan provinsamling
och utférande av analys samt lagringsforhallanden).
Testresultaten kan inte utvarderas om farre &n 300 basofiler
samlas in.

Stimulerings- (positiva) anti-FcEpsilonRl mAb - och
fMLP  kontroller: anti-FcEpsilonRI mAb efterliknar
receptorbindningen hos allergenen in vivo. fMLP &r en

Flow CAST®



tripeptid som aktiverar basofilerna pa ett icke-immunologiskt

satt.

e Om anti-FcEpsilonRl mAb-kontrollen visar ett varde pa
= 10% aktiverade basofiler kan proverna utvarderas.

e Om fMLP-kontrollen visar en signal pa = 10%, men anti-
FcEpsilonRl mAb inte gor det, har analysen utférts korrekt,
men testresultat kan inte utvarderas. Patienten anses vara
en IgE-"icke-responder”.

e Om bade anti-FcEpsilonRlI mAb och fMLP visar varden pa
<10% aktiverade basofiler ar ett tekniskt fel sannolikt.
Testresultatet bor betraktas som ogiltigt och testet géras
om.

STANDARDISERING

Flow CAST® detekterar population av basofiler som
uttrycker CD63-cellernas ytmarkér som % av totala antalet
basofiler. Det finns inga internationellt eller nationellt

erkanda referensmaterial eller referensférfaranden for
denna analyt.

Batch-till-batch-reproducerbarhet garanteras genom
titrering av  anti-CD63-FITC- och anti-CCR3-PE-

monoklonala antikroppskonjugat mot Kkalibreringsgranulat.
For en uppskattning av batch-till-batch-variation, se
reproducerbarhetsresultaten i avshitt
"Prestandaegenskaper”.

CUT-OFF OCH REFERENSINTERVALL

Ett teknisk gransvarde pa 5% aktiverade basofiler har
faststallts dar resultat 25%  CD63r°s  indikerar
basofilaktivering.

For varje allergen uppnas forbattrad specificitet genom
anvandndning av de allergenspecifika gransvéarden som
anges i BUHLMANN's allergen-material.

Referensintervall faststalldes enligt CLSI C28-A3.
Etthundratjugo (120) blodprover fran en blodgivningscentral
stimulerades med stimuleringsbuffert eller anti-FcEpsilonRI
mAb och testades enligt standard- och lysering-ingen-tvatt-
protokoll. Testningen utférdes under 26 dagar av tre
operattrer med tva loter Flow CAST®-reagenser.

Kontroll Analys- Referenseintervall (90% KIl) [% CD63P°%]

el 2,5:e percentilen [97,5:e percentilen
) ) standard 0,8(0,5-1,2) 4,6 (4,1-6,4)

Stimulerings- -

buffert lysering- —16906-1,00 |42 (3.9-53)
ingen-tvétt

anti- standard 18,0 (11,5-26,0) (97,7 (96,0 - 98,5)

FcEpsilonRI |jysering-

mAb ingen-tvat | 1302 (114 -212) |96,4 (94,3 -97,3)

Tabell 4

BEGRANSNINGAR

e Flow CAST®-testresultat bor tolkas i kombination med
andra kliniska fynd och laboratorieprover.

e For att faststélla lakemedelsrelaterade allergiska tillstand
bor BAT-test goras inom 6 manader efter den allergiska
reaktionen (ref. 8).

o Sakerstall att BAT-test gors minst en till tva veckor efter
en allergisk reaktion (ref. 8).

e Negativa resultat som erhalls for lakemedelsallergener
bor inte anvandas for uteslutning av allergi.

e Av patienterna forvantas 5 till 10% vara IgE-"icke-
responders”. Uppreglering av CD63-uttryck och positivt
resultat kommer inte att observeras for dessa patienter.
"Icke-responders” kan identifieras med hjalp av
stimuleringskontrollerna som medfélier Flow CAST®-
testet (ref. 9).

e Otillrackligt fyllda K-EDTA-r6r (mindre &n halvfyllda) kan
leda till falskt negativa resultat.

e Interferens med Flow CAST-testresultat® forvantas for
patienter som behandlas med omalizumab (XOLAIR®)
(ref. 10).

e Systemiskt administrerade antiallergena lakemedel
sasom kortikosteroider och kromoglycinsyra (DSCG) bor
undvikas under minst 24 timmar fére blodprovstagning.

KLINISK PRESTANDA

Klinisk prestanda av Flow CAST® utvarderades i en
systematisk vetenskaplig litteraturéversikt. | analysen
inkluderades elva fackgranskade studier identifierade i en
systematisk litteratursokning som tackte en tidsperiod fram
till november 2019, en studie pa insektsgift som inte
identifierades i den ursprungliga sékningen och tva studier
pa jordnétsallergener som publicerades efter 2019.
Studierna undersokte Flow CAST®-testets formaga att
sarskilia deltagare med allergiska sjukdomar fran icke
allergiska deltagare. Allergisk sjukdom hos deltagarna
bekraftades av a) patientens kliniska historia, b)
fédoamnesprovokation (OFC) eller provokationstest, c)
klinisk historia och laboratorieprover (pricktest - SPT, sIgE)
eller d) klinisk historia och OFC/provokationstest. Studier

TOLKNING AV RESULTAT

Flow CAST®-resultatkategorier:

Resultat Tolkning
< cut-off (gransvarde) negativ
2 cut-off (gransvarde) for en eller -

A o1 positiv
bada allergen-spédningarna.

Tabell 3
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med sIgE eller SPT som enda Kliniska referens
exkluderades. Resultaten sammanfattas i tabell 5.
Allergen-  |N Kans_:llghets-AIIerglska Spe(_:lfltets- Kontroll-
rupp studiermed'an deltagare medlan deltagare
9 (intervall) |(total) (intervall) (total)
Mat
. 92% 93%
nhalations- 5 |g1-100) [ 80-100%) |
. 87% 96%
Insektsgift |2 (73-89%) 79 (95-97%) 39
x 55% 91%
Léakemedel |7 (0-68%) 227 (79-100%) 167
Tabell 5
PRESTANDAEGENSKAPER

Inom-laboratorie-precision: £25% CV for stimuli
Repeterbarhet  (inom-kérning) och  inom-laboratorie-
precision faststalldes enligt CLSI-guideline EP05-A3 och

ISO standard 15197:2013. Fyra donatorblodprover
stimulerades med stimuleringsbuffert eller
stimuleringskontrollen anti-FcEpsilonRI mADb. For

standardproceduren anvandes en studiedesign med 2
Flow CAST®



operatorer x 4 dagar x 1 kérning x 4 replikat. For lysering-
ingen-tvatt tillampades en studiedesign med 2 operatérer x
1 dag x 4 korningar x 4 replikat. Ett replikat motsvarade en
oberoende stimuleringsreaktion och en fullstandig
analysprocedur. Resultaten fér stimuleringskontrollen anti-
anti-FcEpsilonRlI mAb sammanfattas i tabell 6.

Inom-dag (A)
Inom- | Mellan-kérning
Analys- Medel kérning (B) Totalt
protokoll Donator|[%CD63] | n [%CV] [%CV] [%6CV]
A 347 | 32| 88% 0,0% 15,9%
standard| B 90,3 |[32| 1,3% 2,0% 3,6%
(Y c 824 |32| 1,8% 0,0% 5,1%
D 91,4 |[32| 11% 4,5% 5,0%
lysering- E 89,5 |[32| 1,5% 1,1% 1,9%
ingen- F 740 | 32| 2,7% 3,5% 6,0%
tvatt G 68,2 | 32 4,2% 1,.5% 1,5%
®) H 739 [32]| 3,3% 2,9% 5,2%
Tabell 6
Reproducerbarhet: £25% CV for stimuli
Reproducerbarheten faststélldes enligt CLSI-guideline
EP05-A3 och ISO standard 15197:2013. Fyra

donatorblodprover stimulerades med stimuleringsbuffert
eller stimuleringskontrollen anti-FcEpsilonRI mAb. Proverna
analyserades pa tvd laboratorieplatser enligt
standardprotokollet. En studiedesign med 3 instrument/loter
X 2 operatorer x 1 dag x 5 replikat tillampades. Ett replikat
motsvarade en oberoende stimuleringsreaktion och en
fullstandig analysprocedur. Resultaten for
stimuleringskontrollen anti-FcEpsilonRI mAb sammanfattas
i tabell 7.

Inom- | Mellan- Mellan-

Medel korning | operatér | lot/instrument | Totalt

Donor [%CD63]| n | [%CV] [%CV] [%CV] [%CV]
A 91,6 30 1,4% 2,1% 1,9% 3,2%

B 87,6 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%
Tabell 7
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INTERFERERANDE SUBSTANSER

Kéansligheten hos Flow CAST®-analysen for lakemedel,
avvikande blodforhallanden och K-EDTA-provtillsatsen
beddmdes enligt CLSI-guideline EP07-A2. Systematiskt fel i
resultat som dversteg 20% for stimuleringskontrollen anti-
FcEpsilonRI mAb och 20% CD63r°s (absolut) for
stimuleringskontrollen fMLP ansags som interferens. Ingen
interferens detekterades vid de angivna koncentrationerna
med dmnena som presenteras i tabell 8. For en donator
detekterades interferens med K-EDTA vid dubbel K-EDTA
venprovrdrskoncentration.

IAktiv komponent Testkoncentration [pg/mL]

Fexofenadinhydroklorid 1,6
Cetirizindihydroklorid 4,35
Hydroxyzindihydroklorid 0,27
Ketotifen 0,6
Montelukast 3,84
Prednison 1.2
N-acetyl-L-tryptofan 30
[Triglycerid (Intralipid) 20000
Konjugerat bilirubin 400
Okunjugerat bilirubin 400
Hemolys 56100
Tabell 8
Flow CAST®
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KORT PROTOKOLL

STANDARDPROTOKOLL: LYSERING OCH TVATT

Flow CAST®

Markta ror

50 pL stimuleringsbuffert, kontroll eller allergen
Tillsatt 100 pL stimuleringsbuffert
Tills&tt 50 pL av patientens helblod

c Blanda forsiktigt

L
Tillsatt 20 pL fargningsreagens

c Blanda forsiktigt och inkubera i 15 min vid
37°C (vattenbad)

v
Tillsatt 2 mL (18-28°C) lyseringsreagens
Inkubera i 5-10 min vid 18-28°C,

c centrifugera i 5 min vid 500 x g och
L dekantera eller aspirera supernatant
Tillsatt 300 pL tvattbuffert*

Vortexblanda forsiktigt

L 4

Flodescytometrisk analys
TID TILL INSAMLING: ~ 30 MIN/TID TILL RESULTAT: ~ 1 TIMME
* Obs: Beroende pa vilket flodescytometriskt instrument som anvéands bor mangden tvattbuffert anpassas utifrdn den dédvolym och celldensitet som ar

kompatibel med instrumentet.

ALTERNATIVT PROTOKOLL: LYSERING-INGEN-TVATT

Flow CAST®

Markta ror

50 pL stimuleringsbuffert, kontroll eller allergen
Tills&tt 100 pL stimuleringsbuffert
Tillsatt 50 pL av patientens helblod
c Blanda forsiktigt

v
Tills&tt 20 pL fargningsreagens

C Blanda forsiktigt och inkubera i 15 min vid
37°C (vattenbad)

Tills&tt 1,5 + 0,5 mL (18-28°C) lyseringsreagens

L 4

Flodescytometrisk analys

TID TILL INSAMLING: ~ 20 MIN/TID TILL RESULTAT: ~ 1 TIMME
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ANDRINGSLOGG

Datum Version Andring
Omformulering av avsnitt Dataanalys och Klinisk prestanda

2023-06-21 A2 Inkludering av anmalt organs identifieringsnummer till CE-mérkning — bedémning av
overensstammelse i enlighet med IVDR 2017/746

INCIDENTRAPPORTERING | EU-MEDLEMSSTATER

Om nagon allvarlig incident i samband med denna enhet har intraffat, ska detta rapporteras utan dréjsmal till tillverkaren och
behoérig myndighet i ditt medlemsland.

FRAKTSKADA

Meddela din distributér om denna produkt mottogs skadad.
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SYMBOLER

BUHLMANN anvander symboler och markning som beskrivs i ISO 15223-1. Dessutom anvands féljande symboler och

tecken:

Symbol

Forklaring

Stimuleringsbuffert

ICONTROL | STIM|

Stimuleringskontroll

ICONTROL | FMLP)

Stimuleringskontroll fMLP

REAG | STAIN

Fargningsreagens

Lyseringsreagens

BUF | WASH

Tvéttbuffert
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