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PORTUGUES

USO PRETENDIDO

O BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA é um teste de
diagndstico in vitro para a determinagao semiquantitativa de
anticorpos IgG e/ou IgM contra antigenos/epitopos neurais
selecionados em amostras de soro. Os resultados do teste
podem ser usados para respaldar o diagndstico de
neuropatias periféricas autoimunes, em conjungdo com
outros resultados clinicos e laboratoriais.

Somente para uso laboratorial.

INDICAGAO DE USO

Os trés marcadores enzimaticos fornecidos com o kit
possibilitam trés algoritmos de teste diferentes:

1. O teste com o mix de conjugados IgG/IgM (doravante
designado como mix) permite identificar a presenga de
anticorpos antineurais que sugerem uma possivel
neuropatia autoimune.

2. O teste com conjugados IgG e/ou IgM individuais permite
a determinacgao de isotipos de anticorpos.

3. Para testes de laboratério, a triagem inicial de amostras
usando o mix (opgdo 1) pode ser seguida pela
diferenciagdo de amostras positivas do mix usando
conjugados 1gG e IgM individuais (opgdo 2), se
necessario.

Reagentes Quantidade | Codigo Reconstituigao
T do de incubacga 1f

ampao de incubacao rasco B-GCO-IB Prlgnto para
com conservantes x 100 mL utilizagéo
Calibrador ?cgc;'lr?l_n?j:e
liofilizados, com 1 frasco B-GCO-CA te;mpéo de
conservantes incubacéo
Controle negativo, baixo Adicionar
e medio’ 3 frascos B-GCO- 1,5mL de
liofilizados, com CONSET tampéo de
conservantes incubacgao
Mix de marcadores
enzimaticos IgG/igM
Anticorpos IgG e IgM anti- | 2 frascos | B-GCO- Pronto para
humanos conjugadosa | x 11 mL ELGM utilizag&o
HRP em uma matriz de
tamp&o com conservantes
Marcador enzimatico IgG
Anti.corpé) apt;:gs humano| 1 frasco B-GCO- Pronto para
conjugado a ARFemumaj, 4 ) ELG utilizaggo
matriz de tampao com
conservantes
Marcador enzimatico
IgM
Anticorpo anti-Ig 1 frasco B-GCO- Pronto para
conjugado a HRP. x 11 mL ELM utilizag&o

matriz de tamp

con*antes
SCOS

Pronto para

PRINCIPIO DO ENSAIO
O BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA permite medi

com gangliosideos GM1, GT1a, GD1a, GD1b,
epitopo HNK-1 quimicamente sintetizado da g
MAG (Ref. 1).

O soro dos pacientes, controles e
adicionados aos pocos da plac
de 2 horas de incubagéo a 2-8 °

gangliosideos ou ao HNK-1 imobilizados na placa. Depois
de mais 2 horas de incubagado e de etapas adicionais de
lavagem, o substrato cromogénico da HRP,
tetrametilbenzidina (TMB), € adicionado (formagdo da cor
azul), seguido de uma solugéo de parada (mudancga para a
cor amarela). A absorg¢édo é medida a 450 nm.

A absorbancia medida é proporcional ao titulo dos
anticorpos presentes em uma determinada amostra. Os
titulos dos anticorpos sao expressos como Relagcbes
percentuais (%) do calibrador e podem receber categorias
de titulos (negativo, zona cinza e positivo).

11 mL B-TMB utilizagdo
Pronto para
2 frascos B-STS utilizagéao
x 11 mL Agente
corrosivo
Tabela 1

troles contém niveis de anticorpos antiGM1 especificos a cada
onsulte a folha de dados de CQ adicional para obter a DO média e
Relagéo % reais.

ARMAZENAMENTO PRAZO DE VALIDADE DOS

REAGENTES

Reagentes selados / ndo abertos

Guarde a uma temperatura na faixa de 2-8 °C. N&o use os reagentes
depois da data de validade impressa nos rotulos.

Reagentes abertos / reconstituidos

Retorne imediatamente as tiras ndo usadas para a
embalagem aluminizada contendo os sachés de
dessecante e torne a selar ao longo de toda a
borda do fecho tipo zip.

Guarde por até 6 meses a uma temperatura na faixa
de 2-8 °C.

Placa de
microtitulagcao

Tampao de
lavagem diluido

Tampao de
incubagao

Guarde por até 6 meses a uma temperatura na faixa
de 2-8 °C.

Marcadores
enzimatico

REAGENTES FORNECIDOS E PREPARAGAO

Reagentes Quantidade | Codigo Reconstituigao
Placa de mlcrotltulagao {23 x12 tiras x B-GCM- Pronto para
pré-revestida com pogos com| 1o utilizagao
gangliosideos e HNK-1 suporte

Selador da placa 6 unidades

Concentrado do tampao Diluir com

de lavagem (10x) 2 :rgg“i 5\;;500- 900mL de &gua
com conservantes X m deionizada
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Substrato de TMB

Calibrador

Controles

Guarde por até 6 meses a uma temperatura na faixa

Solugao de parada de 18-28 °C.

Tabela 2
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REAGENTES E MATERIAL FORNECIDO
ADICIONALMENTE

¢ Pipetas de precisdo com ponteiras descartaveis: pipetas
de 10 pL, 20 pL, 100 yL e 1000 pL

e Tubos descartaveis de poliestireno ou polipropileno para
a preparacgao de diluicdbes de amostras.

e Cilindro de 1000 mL para a diluicao do tampao de
lavagem

e Lavador para a placa de microtitulagao
e Papel mata-borréao
e Agitador da placa de microtitulagéo

e Leitor de placa de microtitulagdo para medicdo da
absorbancia a 450 nm

ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Precaucgodes de seguranga

e O calibrador e controles deste kit contém componentes
de origem humana. Embora testados negativos para
HBV, HCV e HIV1/2, os reagentes devem ser
manuseados como se fossem capazes de transmitir
infecgcbes, sempre de acordo com Boas Praticas
Laboratoriais (BPL) e usando-se as precaugdes
apropriadas.

e Este kit contém componentes classificados de acordo
com a Regulamentagéo (CE) n.c 1272/2008:

- A solugédo de parada contém acido sulfurico (conc.
2,5-5%), portanto, os reagentes podem provocar
irritacdo da pele (H315) e irritagdo ocular grave
(H319), e podem ser corrosivos para metais (H2

- O calibrador, os controles e os marcad
enzimaticos contém  cloridrato de

reagentes podem provocar reagbes
(H317).

- O tampao de incubagéo’o ta

gem

contém sulfato de gentamicin rta s reagentes
podem provocar reagdes alérgic ap H317)

e Evite o contato dos reagentes com a p s olhos ou as

membranas mucosas. Em caso de contato, lave

imediatamente com quantidades abundantes de agua;
caso contrario, irritagdo ou queimaduras poderao
ocorrer.

¢ Os reagentes e compostos quimicos devem ser tratados
como residuos perigosos, em conformidade com as
diretrizes ou regulamentagcdes nacionais de seguranga
de riscos biolégicos.

Precaugdes técnicas
e Leia atenciosamente as instrucbes antes de executar o

teste. O desempenho dos testes sera afetado
negativamente se os reagentes forem diluidos
incorretamente, modificados, ou armazenados em

condicbes diferentes daquelas detalhadas nestas
instrucdes de uso.
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Procedimento ELISA

Temperatura dos reagentes

e Prepare os reagentes antes de iniciar o procedimento de
teste. Etapas 3—9: Os reagentes utilizados nas etapas 3—
9 devem estar frios (2—8 °C) e devem ser mantidos frios
durante a pipetagem e lavagem. Recomendacao:
Prepare o tampao de lavagem no dia anterior a execugao
do teste e deixe-o no refrigerador a noite toda.

e Todas etapas de lavagem devem ser realizadas com o
tampéao de lavagem frio (2—8 °C).

o Deixe que o substrato de TMB e a solugdo de parada
atinjam a temperatura ambiente (18-28 °C) no inicio do
procedimento de teste.

Etapas de lavagem

e As etapas de lavagem 3, 6 e 9 sao fundamentais para a
remocdo de residuos gerados pelo processo de
produgdo e/ou anticorpos potencialmente nao ligados
dos pogos.

e Recomenda-se enfaticamente wusar um lavador
automatico_operando no “modo de placa”, i.e., cada

todos os

Componentes do kit

e Os componentes ndo devem ser usados depois da data
de validade impressa nos rétulos.

e Na&o misture lotes diferentes de reagentes.

e Todas as providéncias devem ser tomadas para
assegurar que nao ocorra contaminagao cruzada entre
0s reagentes, amostras ou entre pogos.

e Os micropogos ndo podem ser reutilizados.

COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

O procedimento requer menos de 0,1 mL de sangue ou
menos de 50 pL de soro, respectivamente.

Colete o sangue em tubos simples para venopun¢do sem
nenhum aditivo, e evite a hemolise. Execute a preparagéo
do soro de acordo com as instru¢des do fabricante. Decante
0 soro.

As amostras de soro podem ser armazenadas a 2-8 °C por
até oito semanas, a 28 °C por até uma semana, e a -20 °C
ou abaixo por 16 semanas. As amostras congeladas devem
ser descongeladas e misturadas bem por meio de
movimentos circulares suaves ou inversdo antes da
utilizagao.

Recomendamos preparar aliquotas de amostras de soro
antes do congelamento para evitar ciclos repetidos de
congelamento/descongelamento.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



PROCEDIMENTO

Existem duas opgoes:

(1) Deteccao do isotipos do mix (IgG e IgM): adicione o mix
de marcadores enzimaticos na etapa 7.

(2) Deteccgao de isotipos IgG ou IgM: adicione o marcador

enzimatico IgG ou o marcador enzimatico IgM na etapa
7.

Nota: Deixe que a solugdo do substrato de TMB atinja a
temperatura ambiente (18-28 °C).

1. Dilua as amostras a 1:50 com o tampéao de incubagéo. Por
exemplo, use 20 yL de soro + 980 uL de tampéo de
incubacao frio (2-8 °C). Misture bem em agitador tipo
vortex e deixe as amostras diluidas e os calibradores e
controles reconstituidos em repouso por 30 minutos a 2-8
°C antes de pipetar (consulte as etapas 4a e 4b).

2. Prepare um suporte de placa com tiras suficientes para
testar a quantidade requerida de calibradores, controles
e amostras. Remova o excesso de tiras do suporte e
torne a selallas sem demora na embalagem
aluminizada, juntamente com os sachés de dessecante.
Mantenha sob refrigeragao.

Nota: Use reagentes frios nas etapas 3 a 9.

3. Lave os pogos duas vezes, usando pelo menos 300 uL
de tampéo de lavagem frio (2-8 °C) por pogo. Esvazie
0s pogos e bata a placa com firmeza sobre papel mata-
borrdo para remover completamente todo o liquido
remanescente.

300 pL de tampéo
de lavagem frio

M

lavagem 2 x

Nota: Proceda imediatamente com as préximas etapas.

4a.Pipete 100 yL de calibrador no pogo A1 (consulte a
Figura 1A para a opgéo 1, ou a Figura 1B para a opgao
2).

4b.Pipete 100 pL de controle médio no pogo B1, de controle
baixo no pogo A2 e de controle negativo no pogco B2
(consulte as Figuras 1A ou 1B).

Nota para a op¢do 1: Caso sejam usadas mais de trés tiras

por corrida, o calibrador e os controles podem ser testados

em duplicata (consulte a Figura 1A).

Nota para a opgéo 2: O calibrador e os controles devem ser

processados separadamente para os isotipos IgG e IgM

(consulte a Figura 1B).

4c. Pipete 100 yL da amostra 1 diluida nos pogos C1-H1
(consulte a Figura 1A ou 1B).

4d.Pipete 100 yL da amostra 2 diluida nos pogos C2-H2
(consulte a Figura 1A ou 1B).

4e.Pipete 100 yL das amostras diluidas 3-24 (para a opgao
1) ou 3-12 (para a opgéo 2) nos pogos subsequentes

Data de langamento: 2023-08-17
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(consulte a Figura 1A ou 1B).

Nota para a opgéo 2: repita a pipetagem das amostras 1-12
na mesma ordem nos pogos remanescentes para o teste
com o segundo isotipo.

5. Cubra a placa com um selador e incube por
2 horas (+ 5 minutos) a 2—-8 °C (nao agite a placa).

6. Remova o selador da placa. Esvazie os pogos € lave trés
vezes usando pelo menos 300 pL de tampao de lavagem
frio (2-8 °C) por poco. Esvazie os pogos e bata a placa
com firmeza sobre papel mata-borrao para remover o
tampao de lavagem completamente.

100 pL de calibrador/ (-I;
100 pL de controles/ 2h

@ 2-8°C

100 pL de amostras

lavagem 3 x
esvazie e bata 1 x

com um selador e incube por
inutos) a 2-8 °C (ndo agite a placa).

ndo pelo menos 300 uL de tampéo de lavagem
8 °C) por poco. Esvazie os pogos e bata a placa
firmeza sobre papel mata-borrao.

9,
100 uL do mix de

marcadores enzimaticos ol
@ 2-8°C

lavagem 3 x
esvazie e bata 1x

Opgéo 2

100 yL do marcador
enzimatico 1gG ou

S

100 pL do marcador 2h

enzimatico IgM

@2-8°C

lavagem 3 x
esvazie e bata 1x

10. Adicione 100 yL de solugcédo do substrato de TMB
(equilibrada a temperatura ambiente) a cada pocgo.

11. Cubra a placa com um selador, proteja a placa contra
luz e incube em um agitador de placas ajustado para
400-600 rpm a 18-28 °C por 30 +2 minutos.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



100 pL de substrato de TMB

\EIESIS S S
),
agitacao a 400-600 rpm
12. Adicione 100 uyL de solugdo de parada a todos os

pogos. Remova bolhas de ar com a ponta de uma
pipeta. Execute a etapa 13 dentro de até 30 minutos.

13. Leia a absorbancia a 450 nm em um leitor de placa de
microtitulagao.

100 pL de solugdo de parada @

Em até 30 min.
E—

Leia a absorbancia a 450 nm

CONTROLE DE QUALIDADE

Para que se possa utilizar o produto com sucesso, é
necessario compreender bem estas instrugdes de uso.
Somente serdo obtidos resultados confidveis se técnicas
laboratoriais precisas forem empregadas, seguindo-s¢
estas instrugcdes de uso a risca.

controles: negativo, baixo e médio. Faixas
(% Ratio) séo atribuidas aos controles, confor
na folha de dados de CQ fornecida co

valores indicadas para que *ulta
obtidos.

Em adicdo aos controles do kit, tam
uso de um pool de soros para fins de ¢ le
interno.

Um valor minimo de DO4sonm de 1,2 é recomendado para o
calibrador.

As caracteristicas de desempenho devem permanecer
dentro dos limites estabelecidos. Se o0 desempenho do teste
nao atender aos limites estabelecidos e a repeticao houver
excluido erros de técnica, verifique os seguintes pontos: i) o
controle de temperatura (reagentes usados nas etapas 3-9
mantidos a 2-8 °C); ii) a precisdo dos termOmetros, da
pipetagem e dos dispositivos de cronometragem; iii) os
ajustes do leitor ELISA; iv) as datas de validade dos
reagentes; v) as condi¢cdes de armazenamento e incubacgao;
vi) a aparéncia da solugédo do substrato de TMB (deve ser
incolor); vii) a pureza da agua; e, viii) os métodos de
aspiragao e lavagem.

qualidade

PADRONIZAGAO E RASTREABILIDADE
METROLOGICA

Nao existem materiais de referéncia ou procedimentos de
medicdo de referéncia reconhecidos internacional ou
nacionalmente para anticorpos antigangliosideos ou
anttiMAG em amostras de soro. O BUHLMANN

Data de langamento: 2023-08-17

GanglioCombi® MAG ELISA é padronizado em relagéo a um
material de referéncia estabelecido internamente. Os
valores dos calibradores sao atribuidos de acordo com um
protocolo de transferéncia de valores (Ref. 2) para garantir
a rastreabilidade metrolégica, e sdo indicados em unidades
arbitrarias de "Relacao %".

O intervalo de confianga de 95% da incerteza combinada
dos calibradores do produto foi determinado como 29,3%
para anticorpos IgG e como 37,6% para anticorpos IgM.

CALCULOS E RESULTADOS
1. Registre a absorbancia (DO) a 450 nm para cada pogo
(calibrador, controles e amostras).

2. Sevarias medigdes do calibrador e dos controles tiverem
sido realizadas, obtenha a média dos valores.

Os resultados sdo expressos em termos da relagao entre a
absorbancia das amostras e a absorbancia (média) do
calibrador.

Isotipos do mix

absorbancia das amostras ou
Relagéo %: x 200
ia do calibrador
das amostras ou
x 100

g, Os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 sao
exemplos fornecidos apenas para fins de demonstragéao.

LIMITAGOES

e Relagdes % altas nos resultados (> 100%) para os
gangliosideos individuais podem resultar em reatividade
cruzada com outros gangliosideos na mesma amostra. A
reatividade cruzada tipicamente mostra uma alta
variagao interensaios. Assim sendo, a interpretagao dos
resultados deve ser feita somente em conjunto com um
especialista.

¢ Devido a polirreatividade dos anticorpos autoimunes e a
diferengas na prevaléncia geografica, os resultados do
teste devem ser usados apenas para respaldar a
interpretacao clinica da neuropatia por um especialista,
em combinagdo com o quadro clinico do paciente
(Ref. 3).

e Este teste ainda néo foi validado para plasmaférese.

¢ Imunoglobulinas intravenosas (IVIg) podem afetar os
resultados do teste.

5/13

INTERVALOS DE REFERENCIA E VALORES DE
CORTE

O intervalo de referéncia do BUHLMANN GanglioCombi®
MAG ELISA foi determinado de acordo com a diretriz C28-
A3 do CLSI, com 120 amostras de soro de individuos
autodeclarados saudaveis. A distribuicdo de frequéncia dos
anticorpos antigangliosideos e antiMAG no sangue de

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



doadores normais foi classificada em categorias de titulo:
negativo (Relagdo % < 30%), zona cinza (Relagao % de 30-
50%) e positivo (Relagdo % > 50%). Os resultados estéo
resumidos na Tabela 9. O valor de corte da positividade foi
uma Relagéo % de 50%.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Mix de IgG/IgM
a3 0,
R Valores (Relagao %)
<30 30-50 >50
HNK-1 ConsuIEe a* . ConsuIEe a* .
anotagéo */ anotagéo */
GM1
Teste
GT1a Negativo novamente
GD1a num ponto de | Positivo
GD1b tempo.
posterior
GQ1b
Tabela 3
IgG
3 0,
R Valores (Relagao %)
<30 30-50 >50
HNK-1 Consulfe 3 ConsuIEe a*
anotacao anotacao
GM1 T
) este
GT1a Negativo novamente
GD1a num ponto de | Positivo
GD1b tempo
posterior
GQ1b
IgM
3 0,
e Valores (Relagao %)
<30 \‘50
HNK-1 Const
anotacd
GM1 Test
Negativo este
GT1a g novamente
GD1a num ponto de | Positivo
GD1b tempO.
posterior
GQ1b

Tabela 5

Os resultados dos testes devem ser interpretados em
conjunto com informagées disponiveis da avaliagao clinica
do paciente e de outros procedimentos de diagnéstico.

* A neuropatia MAG é comumente associada a presencga de
anticorpos antiMAG do isotipo IgM (Ref. 4).

** Os resultados entre 30 e 50% (zona cinza) ou > 50%
(positivos) para HNK-1 obtidos com o mix ou com o
marcador enzimatico IgM podem ser testados novamente
com o antiMAG Antibodies ELISA (EK-MAG).
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Comparacgao de métodos

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA vs antiMAG
Antibodies ELISA

O estudo de comparacido de métodos foi realizado de
acordo com as diretrizes EP09-A3 e EP12-A2 do CLSI.
Cento e vinte duas (122) amostras foram medidas usando-
se 2 lotes do BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA e 2
lotes do antiMAG Antibodies ELISA. A concordancia de
diagndstico (kappa), o percentual de concordancia positiva
e o percentual de concordincia negativa foram
determinados. As concordancias podem ser encontradas na
Tabela 10.

Precisao intralaboratorial

Para os antigangliosideos: 5,7 — 13,2% do CV

Para os antiMAG: 14,4 — 36,5% do CV

A preciséo intralaboratorial foi determinada de acordo com
a diretriz EP05-A3 do CLSI, usando-se o arranjo de estudo
padronizado de 20 dias x 2 corridas x 2 replicatas. Trés (3)
amostras de soro de pacientes agrupadas foram testadas.
Os resultadosg@stao resumidos na Tabela 11.

Reprodutibilidag

deos: 7,7 - 19,1% do CV

33,2% do CV

2lerminada de acordo com a diretriz
ando-se um arranjo de estudo de 3
es/operadores x 5 dias x 5 replicatas. Trés
soro de pacientes agrupadas foram
esultados estao resumidos na Tabela 12.

» branco (LoB) <
Relag@o % de 30%
B e 0 LoD foram determinados de acordo com a diretriz
EP17-A2 do CLSI, utilizando-se analise ndo paramétrica. Os
resultados estao resumidos na Tabela 13.

Limite de detecg¢ao (LoD): <

Efeito gancho com dose elevada

Nao se observou nenhuma limitagdo por efeito gancho de
dose elevada sobre a faixa de medicao.

Reatividade cruzada

Ndo se observou nenhuma reatividade cruzada para
amostras de pacientes com diferentes doengas autoimunes
(Tabela 14) e de pacientes com outros disturbios
neurolégicos (Tabela 15).

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



DESEMPENHO CLINICO

O desempenho clinico foi avaliado por meio do resumo de
analises da literatura cientifica revisada por pares. Seis (6)
estudos abordaram o desempenho clinico do BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA no diagndstico de neuropatias
periféricas autoimunes (Ref. 5-10). Os resultados das
analises e os detalhes dos estudos podem ser encontrados
na Tabela 6 e na Tabela 16, respectivamente.

N.° de neuropatias 201 (102 SGBs pediatricas, 14 PDICs, 44
periféricas SGBs e 41 neuropatias antiMAG)
N.°de controles 493 (104 CD, 254 CN, 135 CS)

Sensibilidade (95% do IC) 68,1% (39,6 — 87,5%)

Especificidade (95% do IC) | 88,0% (72,3 — 95,3%)

AUC DA CURVA ROC 0,85

Tabela 6

SGB - Sindrome de Guillain-Barré; CD — controle sem doenga neurolégica;
CN — controle neuroloégico; CS — controle saudavel; PDIC — polineuropatia
desmielinizante inflamatdria crénica; IC — intervalo de confianga; AUC da
curva ROC — area sob a curva caracteristica de operagao do receptor.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES

A suscetibilidade do teste a produtos farmacéuticos orais e
injetaveis, bem como a substancias enddgenas, foi avaliada
de acordo com a diretriz EP07-A3 do CLSI. Desvios
superiores a uma Relagao % de +20% nos resultados foram
considerados como interferéncias.

Nenhuma interferéncia foi detectada com as seguintes
substancias até as concentragdes listadas: imunoglobulin
intravenosa (20 mg/mL), rituximabe (3 mg/mL), cladribin
(273 ng/mL), interferon alfa-2a (49,5 ng/mL), gabapeii

(26,7 pg/mL), ibuprofeno (0,22 mg/mL),
(1,96 pg/mL), prednisona (99 ng/mL),
(1,2 yg/mL), fator reumatoide (2340 Ul/mL
(10 mg/mL), hemolisado (10 mg/m
(15 mg/mL), bilirrubina conjugag (20,

nao conjugada (150 mg/mL).
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TABELAS E FIGURAS

Preparagao da placa de microtitulagao : Mix de

marcadores IgG/igM

C

D

1gG/IgM Mix
|
"1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
_ CTRU cap ICTRUGA CTRL cp CTRL (o CTRL o [CTRU
Calibrator & Low Low Low Low Low Low
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRL CTRL|CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRL g
Med | Neg | Med | Neg |Med |Neg | Med | Neg | Med |Neg | Med | Neg
HNK-1
GM1
GT1a
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|11 |12
GD1a
GD1b
GQ1b
12 sera IgG/ IgM Mix
Figura 1A: < 24 soros / kit (2 MP / kit)

Preparacédo da placa de microtitulagao: Marcadores

IgG e IgM

[s]¢]

1

IgM

"4 2 3

CAL

Calibrator & Low

Controls

4

5

Low

6

1
\

7 8 9 10 1 12

CTRL AL CTRLCAL (ELI:IL cAL [CTRL CAL CTRL oL CTRL

CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL|CTRLCTRL/CTRLCTRL CTRLCTRL

Low Low Low

Med | Neg | Med | Neg 'Med |Neg | Med | Neg | Med | Neg | Med| Neg
HNK-1
GM1
GT1a

1 2 3 14 516 I
GD1a
GD1b
Gatb ’

6 sera IgG

Figura 1B: 2 perfis / soro, < 12 soros / kit (2 it)

Data de langamento: 2023-08-17
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Exemplo de resultados
A Mix de marcadores IgG/IgM

Absorbancia Relagao
B-GCO-ELGM (DO450) [%]
Calibrador 2,179
2,477
Calibrador, média 2,328 100
Controle médio 1,737
1,891
Controle médio, média 1,814 78
Controle baixo 0,662
0,460
Controle baixo, média 0,561 24
Controle negativo 0,044
0,046
Controle negativo, média 0,045 2
Amostra 1
HNK-1 0,234 10
Amostra 1
GM1 0,543 23
Amostra 1
GT1a 1,976 85
Amostra 1
GD1a 0,621 27
0,734 32
2,573 111
Tabela 7
Absorbancia Relagao
(DO450) [%]
lgG IgM IgG IgM
Calibrador 2,488 2,411
2,446 2,201
Calibrador, média 2,467 2,306 100 100
Controle médio 1,879 1,734
1,987 1,818
Controle médio, média 1,933 1,776 78 77
Controle baixo 0,452 0,501
0,716 0,609
Controle baixo, média 0,584 0,555 24 24
Controle negativo 0,045 0,048
0,037 0,042
Controle negativo, média | 0,041 0,045 2 2
Amostra 1
HNK-A 0,423 0,621 17 27
Amostra 1
2,001 2,102 81 91
GM1 ’ ’
Amostra 1 0,521 0,237 21 10
GT1a ’ ’
Amostra 1
GD1a 1,984 0,821 80 36
Amostra 1
GD1b 0,473 1,923 19 83
Amostra 1
GQatb 0,094 0,911 4 40
Tabela 8
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TABELAS E FIGURAS

Intervalo de referéncia Reprodutibilidade:
% de doadores com sangue LifmiEe de Descrigio da amostra Reprodutibilidade
| t ; referéncia 5
norma ':sl categorias (0% doIC) Marcador 2:;2:;‘: Média DP o
i = elacao = o f e = =
Analito Relagdo % 5 3% ® Relagéo 0 Analito | enzimatico [Relacdo N.° [Re:aq.ao [Re‘!agao [%]
<30 & % > 50 (isotipo) %] %] %]
oM 30-50 75 51 4,9 9,7
IgG antiMAG 96,7 2,5 0,8 25 (15,7 — 39,5) Ac 9 >50 75 94 7,2 7,7
IgM antiMAG 99,2 0,8 0,0 20 (18.6 — 28,4) antiGM1 -
IgGM antiMAG 86,7 10,0 3,3 44 (34,8 — 52,9) IgG 30-50 I 39 56 14,5
IgG antiGM1 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8) >50 75 106 17,1 161
IgM antiGM1 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 - 40,3) oM 30-50 75 48 3,9 8,2
IgG antiGT1a 90,0 6,7 3,3 44 (35,9 - 113,1) antiGQ1b
IgM antiGT1a 97,5 2,5 0,0 16 (10,3 — 31,8) 19G 3050 |75| 42 81 | 191
IgGM antiGT1a 85,0 10,0 5,0 50 (42,4 — 140,3) >50 75 78 12,0 15,4
IgG antiGD1a 91,7 5,0 3,3 42 (26,2 — 108,2) 30-50 75 43 14,3 33,2
. 8 (6,6 — 12,4)° Ac IgM
IgM antiGD1a 100,0 0,0 0,0 o >50 75 98 23,1 23,5
L2 D ) antiMAG 3050 | 75| 42 106|250
IgGM antiGD1a 88,3 5,8 5,8 53 (35,0 — 118,7) IgGM ~50 75 97 272 280
IgG antiGD1b 97,5 1,7 0,8 21 (14,5-33,0) * Tabel ’12
) 15 (6,3 — 15,5 abela
IgM antiGD1b 99,2 0,0 0,8 9 (6.4 — 54.7)M
IgGM antiGD1b 95,0 3,3 1,7 30(22,3-71,6) LoD e LoB
IgG antiGQ1b 97,5 25 0,0 24 (14,6 — 33,4) ] LoB LoD
IgM antiGQ1b 99,2 0,8 0,0 8(6,2—17,8) Analito [Relagdo %] [Relagdo %]
IgGM antiGQ1b 95,0 4,2 0,8 31 (23,1 -46,7) Ac IgM antiGM1 5 21
F subgrupo de mulheres. M subgrupo de homens Tabela 9 5 ]
5
Comparagao de métodos: anticorpos antiMAG 12 %6
Descrica | N.° | Concordancia PCN PCP
o kappa 14 27
Valor | 95% Valor 95% Valor 95%
do IC do IC 17
EK-GCM 12 0,88 0,80- | 100,0% | 94,6% - | 87,5% 18
IgM vs. 2 0,97 100,0%
EK-MAG Tabela 13
EK-GCM 12 0,87 0,78 - 97,0% | 89,5% - | 89,3%
1gG/IgM 2 0,96 99,6% b
Mix vs. aativi
EKCMAG ividade cruzada
Anticorpo atribuido Diagnéstico #
PCN: Percentual de concordancia negativa ) - - Vasculite 3
. o Anticorpo anticitoplasmatico de —
PCP: Percentual de concordancia positiva neutréfilo (ANCA) Outros (amostras indicadas 10
IC: Intervalo de confianga positivas para ANCA)
‘ Lupus eritematoso 5
Precisao intralaboratorial sistémico
ica Anticorpos antinucleares (ANA) Artrite reumatoide 9
Descrigao da amostra . p Sindrome de Sjogren 3
Marcador g:tigr::"aa a Outros (amostras indicadas 3
Analito | enzimatico perag N.° | [Relagdo¥| [Relagao o ositivas para ANA)
(isotipo) | [Relagdo %] %] [%] P P
%] Anticorpos antitireoglobulina Tireoidite autoimune 5
oM 30-50 80 48 3,5 7,2 (anti-Tg)
Ac 9 >50 80 91 6,2 6,8 Anticorpos Doengas difusas do tecido 1
antiGM1 30-50 80 40 51 129 antirribonucleoproteina conectivo
IgG ~50 80 106 13.1 12.4 gr|13ti1-bGQ1b, anti-GM1 e anti- Netur.opatias periféricas 1
3050 | 80| 45 26 | 57 : : auolmunes
IgM Anticorpos antirreceptores da
_AC >50 80 85 6.7 7.8 acetilcolina e antitirosina Miastenia gravis 7
antiGQ1b IgG 30-50 80 43 5.7 13,2 quinase muscular especifica
>50 80 80 6,9 8,6 Tabela 14
IgM 30-50 80 34 6,3 18,7
_AC >50 80 72 10.4 144 Neuropatias periféricas #
antiMAG 30-50 80 27 9,6 35,3 . 1
IgGM Alcodlatras
>50 80 51 18,8 36,5 .
Diabéticos 5
Tabela 11
Disturbios que se assemelham a neuropatias periféricas #
Esclerose lateral amiotréfica (ELA) 15
Sarcoidose 4
Macroglobulinemia de Waldenstrém (MW) 4
Doenca de Chagas 5
Tabela 15
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TABELAS E FIGURAS

Desempenho clinico

SGB - Sindrome de Guillain-Barré; CD - controle sem doenga
neurolégica; CN — controle neuroldgico; CS — controle saudavel; SMF —
Sindrome de Miller-Fisher; PDIC — polineuropatia desmielinizante

inflamatéria cronica.

Data de langamento: 2023-08-17

Estudo Controles |Controles |Epitopos [Sensi- |Especi-
positivos |negativos bilidade |(ficidade
(casos)
Hashemilar |SGB CD GM1 0,51 0,89
et al., 2014 |pediatrica |(n = 35)
(n = 45) GQ1b 0,56 0,74
Sharmaet [SGB CN GM1 0,82 0,33
al., 2011 pediatrica |(n =42)
(n=57)
CD 0,83
(n=235)
Khandelwal |SGB Cs GM1 0,31 0,74
etal.,, 2006 |(n=13) (n=19)
Uetz-von SGB, PDIC |CN GM1 0,30 0,93
Allmenet |(n=19, 14)|(n = 100)
al., 1998
Cs 0,95
(n=110)
Spatola et |SGB (SMF) |CD GQ1b 0,92 0,97
al., 2016 (n=12) (n=34)
Delmont et |Neuropatia |[CN HNK-1 0,98 0,99
al., 2019 MAG (n=112) |(MAG)
=41
(=41) g
(n=6)
Tabela 16
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PROTOCOLO CURTO

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA

Placa de microtitulagao pré-revestida
lave 2 x com 300 uL ou mais de tampé&o de lavagem

(frio!)

100 puL de calibrador, controles ou
amostras de soro (1:50)

< incube por 2 horas (+5 minutos) a 2-8 °C

C lave 3 x com 300 uL ou mais de tampé&o de lavagem
(frio!)

adicione 100 L de marcador(es) enzimatico(s)

C incubegeor 2 horas (+5 minutos) a 2-8 °C

lave 3 x
L (frio!)

s 300 uL ou mais de tampéo de lavagem

A

adicione 100 pL de substrato de TMB

adicione 100 pyL da solu¢a

=) | cja a absorbancia

TEMPO ATE OB ESULTADOS: 4,5 HORAS

Data de langamento: 2023-08-17 11/13 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
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HISTORICO DE ALTERAGOES

Data Versao Alteragao
Alteracéo da Uso
Remocgao d

nome do produto
e introducao do gangliosideo GT1a
ao do Principio do ensaio com as categorias de titulo negativa,

itulo Adverténcias e precaugdes
itulos Coleta e armazenamento de amostras, Procedimento, e

ao da redagéo do capitulo Controle de qualidade

ao do capitulo Limitagées

Revisdo dos capitulos Intervalos de referéncia e valores de corte, Caracteristicas de
desempenho, e Substancias interferentes

Adicao do capitulo Desempenho clinico

Revisao dos capitulos Referéncias, e Simbolos

Inclusdo do numero do 6rgéo notificado na marcagéo CE - procedimento de avaliagdo
de conformidade, de acordo com a regulamentagdo IVDR 2017/746 Revisdo do
capitulo Simbolos

2023-08-17 A1

NOTIFICAGAO DE INCIDENTES EM ESTADOS-MEMBROS DA UE

Se algum incidente sério ocorrer associado a este dispositivo, notifique sem demora o fato ao fabricante e a autoridade
competente de seu Estado-Membro.

DANOS DE TRANSPORTE

Informe seu distribuidor caso o produto seja recebido danificado.
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SIMBOLOS

BUHLMANN utiliza simbolos e sinais listados e descritos na ISO 15223-1. Além disso, s&o utilizados os seguintes simbolos

e letreiros:

Simbolo

Explicagao

Placa de microtitulagéo

[BUF|WASH]| 10X

Tampao de lavagem concentrado (10x)

Tampao de incubagao

Calibrador

CONTRO Controle negativo
CONTROL Controle baixo
CONTROL Controle medio

Marcador enzimatico 1IgG

Marcador enzimatico IgM

MIX Mix de marcadores enziméticos IgG/Ig
SUBS|TMB Substrato de TMB
SOLN|STOP Solugao de parada

PY

Data de langamento: 2023-08-17
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