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SRPSKI

NAMENA

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA je in vitro
dijagnosticki test za semikvantitativno odredivanje IgG i/ili
IgM antitela na odabrane neuralne antigene/epitope u
uzorcima seruma. Rezultati testa se mogu Koristiti kao
podrska dijagnozi autoimunih perifernih neuropatija u
kombinaciji sa drugim klini¢kim i laboratorijskim nalazima.

Samo za laboratorijsku upotrebu.

NAMENJENA PRIMENA

Tri enzimska obeleziva€a, obezbedena u kitu omogucavaju
testiranje po tri razli€ita algoritma:

1. Testiranje sa IgG/IgM konjugat mixom (u daljem tekstu
mix) omogucéava screening na prisustvo anti-neuralnih
antitela koja ukazuju na autoimunu neuropatiju

2. Testiranje sa pojedina¢nim IgG i/ili IgM konjugatima
omogucéava odredivanje izotipa antitela.

3. Za laboratorijsku obradu, inicijalni screening uzorka
upotrebom mixa (opcija 1), mozZe biti pracen
diferencijacijom mix-pozitivnih uzoraka upotrebom
pojedina¢nih IgG i IgM konjugata (opcija 2), ako je
potrebno.

PRINCIP TESTA

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA omogucava
merenje antitela na gangliozid i antitela na glikoprotein
povezanog sa mijelinom (MAG) u serumu. Mikrotitar plo&
je oblozena gangliozidima: GM1, GT1a, GD1a, GD1b,
i hemijski sintetisanim HNK-1 epitopom MAG glikopro
(ref. 1).

Serumi pacijenata, kontrole i kalibrator se
udubljenja mikrotitar plo¢e. Posle 2 sata i
8°C i koraka ispiranja, antitela za detek
anti-IlgG, anti-IgM) konjuguju ’sa
(HRP) detektuju anti-gangliozidnagiili
vezana za imobilizovane gangliozi
Posle jos 2 sata inkubacije i daljih kora ja, dodaje
se hromogeni HRP supstrat, tetrametif§énzidin (TMB)
(formiranje plave boje), a zatim se reakcija zaustavlja
(promena u Zutu boju). Apsorbanca se meri na 450 nm.
Izmerena apsorbanca je proporcionalna titru antitela
prisutnih u datom uzorku. Titri antitela se izrazavaju kao %
Odnosa kalibratora i mogu se dodeliti kategorijama titra
(negativna, siva zona, pozitivna).

na plodci.

Reagensi Koli¢ina Kod Rekonstitucija
: Dodati 1,5 mL
Calibrator !
¥ fl'r e _ |1botica  |B-GCO-CA |Pufera za
iofilizat sa konzervansima inkubaciju
Kontrola negativna, Dodati 1,5 mL
R . 1 .. B-GCO- ;
niska i srednja 3 bodice Pufera za
. . CONSET . "
Liofilizat sa konzervansima inkubaciju
1gG/IgM Mix obelezen
enzimom
Aiels konjugovang sa |2 205%°  [B-GCO- | Spremna za
ELGM treb
HRP-om u puferskom x 11 mL tpotrebu
matriksu sa
konzervansima
IgG obelezen enzimom
,:\nti_-humano IgGHaRrgiteIo 1 bodica B-GCO- Spremna za
onjugovano sa oMU 44 mL ELG upotrebu
puferskom matriksu sa
konzervansima
IgM obelezen enzimom
:nti:humano IgM:;;itelo 1 bogica B-GCO- Spremna za
onjugovano sa HRP-om | ., ELM upotrebu
u puferskom matriksu sa
konzervansima
TMB supstrat 2 bocice B-TMB Spremna za
TMB u citratnom pui x 11 mL upotrebu
| Spremna za
upotrebu
B-STS
Korozivan
agens
Tabela 1

eganti-GM1 antitela specificna za lot. Za tacnu srednju
% Odnosa pogledati QC list sa podacima.

| ROK UPOTREBE REAGENASA

reni / neotvoreni reagensi

Cuvati na 2-8 °C. Ne koristiti reagense nakon isteka roka upotrebe datog
na nalepnicama.

Otvoreni / Rekonstituisani reagensi

OBEZBEDENI REAGENSI | PRIPREMA

Stripove koji se neée koristiti vratiti odmah u kesicu
Mikrotitar ploca zajedno sa desikantom i ponovo zatvoriti celom
duzinom zip zatvaraca.
Cuvati do 6 meseci na 2-8 °C.
Razblazeni pufer
za ispiranje
Pufer za
inkubaciju
Enzimski Cuvati do 6 meseci na 2-8 °C.
obeleziva¢
Supstrat TMB
Kalibrator
Kontrole
Rastvor za 3
zaustavljanje Cuvati do 6 meseci na 18-28 °C.
reakcije

Tabela 2

Reagensi Koli¢ina Kod Rekonstitucija
. . - 2 x12 stripov
Mikrotitar pl
bII er> rarp oc;a idima i ax8 B-GCM- Spremna za
ﬁ'N‘:(Zj”a gangliozidimal | ,quplienja, u| MP upotrebu
3 ramu
Folija za plocu 6 komada
Razblaziti sa
K trat puf
Koncentrat pufera za 2 boce B-GCO- 900 ml.
ispiranje (10x) -
Sak . x 100 mL WB dejonizovane
a konzervansima vode
Pufer za inkubaciju 1 boca Spremna za
B-GCO-IB
Sa konzervansima x 100 mL upotrebu
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MATERIJALI KOJI SU POTREBNI | NISU
OBEZBEDENI

e Precizne pipete sa nastavcima za jednokratnu upotrebu:
pipete od 10 pL, 20 uL, 100 pL i 1000 pL

e Polistirenske ili polipropilenske epruvete za jednokratnu
upotrebu za pripremu razblazenja uzoraka

e Erlenmajer od 1000 mL za razblaZivanje pufera za
ispiranje
BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



e Ispira¢ za mikrotitar ploce
e Apsorbujuci papir
o Sejker za mikrotitar ploge

o Cita¢ za mikrotitar plote za merenje apsorbance na
450 nm

UPOZORENJA | PREDOSTROZNOSTI

Bezbednosne predostroznosti

e Kalibrator i kontrole ovog kita sadrze komponente
humanog porekla. lako su testirani i bili negativni na HBV,
HCV i HIV1/2, reagensima treba rukovati kao da su izvor
infektivnih agenasa i njima treba rukovati u skladu sa
smernicama Dobre laboratorijske prakse (DLP)
primenom odgovarajuc¢ih mera predostroznosti.

e Kit sadrzi komponente klasifikovane u skladu sa
Regulation (EC) No. 1272/2008:

- Rastvor za zaustavljanje reakcije sadrzi sumpornu
kiselinu (konc. 2,5 — 5%), stoga ovaj reagens moze
izazvati iritaciju koZe (H315), ozbiljnu iritaciju oka
(H319) i moze biti korozivan za metale (H290).

- Kalibrator, kontrole i enzimski obeleziva¢ sadrze 2-
metil-4-izotiazolin-3-on hidrohlorid (konc. = 0,0015%) i
stoga mogu uzrokovati alergijske reakcije koze
(H317).

- Pufer za inkubaciju i pufer za ispiranje sadrze
gentamicin sulfat i stoga mogu uzrokovati alergijske
reakcije koze (H317).

e SpreCiti kontakt reagensa sa kozom, o€ima ili
sluzokozom. Ako dode do kontakta, odmah ispra
velikom koli¢inom vode; u suprothom moze dog
iritacije/opekotina.

o Reagensi i hemikalije se moraju tretirati

Tehnic¢ke predostroznosti ‘

e PazZljivo procitati uputstvo pr Na
performanse testa ¢e negativno
pogreSno razblaze, modifikuju ili uslovima

drugadijim od onih opisanih u ovo
upotrebu.

ELISA procedura

uputstvu za

Temperatura reagenasa

o Pripremiti reagense pre poCetka postupka analize. Koraci
3-9: Reagensi koji se koriste u koracima 3-9 moraju biti
hladni (2-8 °C) i moraju se drzati na hladnom tokom
pipetiranja i ispiranja. Preporuka: Pripremiti pufer za
ispiranje dan pre izvodenja testa i staviti ga u frizider
preko noci.

e Obaviti sve korake ispiranja hladnim (2-8 °C) puferom za
pranje.

e Omoguctiti da TMB supstrat i rastvor za zaustavljanje
reakcije dostignu sobnu temperaturu (18-28 °C) na
pocetku postupka analize.

Koraci ispiranja
o Koraci ispiranja 3, 6 i 9 su klju¢ni za uklanjanje ostataka

nastalih u procesu proizvodnije i/ili potencijalno nevezanih
antitela u udubljenjima.
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e Strogo se preporucuje upotreba uredaja za automatsko
za ispiranje koji radi u rezimu ,plate mode*, tj. svaki korak
procesa (doziranje/aspiracija) se izvodi na svim
stripovima, uzastopno, pre nego $to instrument nastavi
sa sledec¢im ciklusom ispiranja.

e Proveriti da li su sva udubljenja potpuno prazna nakon
poslednjeg ciklusa ispiranja.
Inkubacija supstrata

e Korak 11: Protresti mikrotitar plo€u tokom inkubacije sa
supstratom. U zavisnosti od modela Sejkera za ploc¢e
preporucujemo 400-600 o/min. Rastvor treba da se krec¢e
u udubljenjima, ali ne sme da se prelije.

Komponente kompleta

e Komponente se ne smeju Koristiti nakon isteka roka
trajanja odStampanog na etiketi.

¢ Ne kombinovati razli¢ite lotove reagenasa.

e Treba uciniti sve da se osigura da ne dode do unakrsne
kontaminacije izmedu reagensa, uzoraka ili izmedu
bunara.

e Udubljenjd@lece se ne mogu ponovo koristiti.

VANJE UZORAKA

0,1 mL krvi ili <50 mL_seruma.

pruvete za venepunkciju bez ikakvih
emolizu. Pripremiti serum prema
odaca. Odliti serum.

Ute uzorke pre upotrebe treba odmrznuti i dobro
ati blagim kruznim pokretima ili inverzijom.
eporuCujemo pripremu alikvota uzoraka seruma pre
zamrzavanja kako bi se izbegli ponovijeni ciklusi
zamrzavanja/odmrzavanja.

PROCEDURA TESTIRANJA

Postoje dve opcije:

(1) Detekcija mix-izotipova (IgG i IgM): dodati mix obelezen
enzimom u koraku 7

(2) Detekcija 1gG ili IgM izotipova: dodati ili IgG obelezZen
enzimom ili IgM obeleZen enzimom u koraku 7

Napomena: Omoguditi da rastvor TMB supstrata dostigne
sobnu temperaturu (18-28 °C).

1. Razblaziti uzorke 1:50 puferom za inkubaciju. Koristiti
npr. 20 yL seruma + 980 pL hladnog! (2-8 °C) pufera za
inkubaciju. Dobro izmeSati vorteksiranjem i ostaviti
razblazene uzorke, kao i rekonstituisane kalibratore i
kontrole na 2-8 °C 30 minuta pre pipetiranja (pogledati
korake 4a i b).

2. Pripremiti okvir ploCe sa dovoljno stripova za testiranje
potrebnog broja kalibratora, kontrola i uzoraka. Ukloniti
viSak stripova iz okvira i ponovo ga zatvoriti u foliju
zajedno sa desikantom bez odlaganja. Cuvati u frizideru.

Napomena: u koracima 3 do 9 koristit ihladne reagense.

3. lIsprati udubljenja dva puta sa najmanje 300 uL hladnog
1(2-8 °C) pufera za ispiranje po udubljenju. Isprazniti
udubljenja i snazno lupnuti plo€u o ubrus da bi se

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



zaostala te€nost uklonila u potpunosti.

300 yL hladnog! pufera
za ispiranje

— isprazniti i lupnuti

2 x ispiranje

Napomena: odmah preci na sledeci korak.

4a.Pipetirati 100 pL kalibratora u udubljenje A1 (pogledati
sliku 1A za opciju 1 ili sliku 1B za opciju 2).

4b.Pipetirati 100 pL srednje kontrole u udubljenje B1, niske

kontrole u udubljenje A2 i negativne kontrole u udubljenje
B2 (pogledati sliku 1A ili 1B).

Napomena za opciju 1: Ako se u seriji koristi vise od tri stripa,

kalibrator i kontrole se mogu testirati u duplikatu (pogledati

sliku 1A).

Napomene za opciju 2: Kalibrator i kontrole treba testirati

odvojeno za IgG i IgM izotipove (pogledati sliku 1B).

4c. Pipetirati 100 pL razblazenog uzorka 1 u udubljenja C1-
H1 (pogledati sliku 1A ili 1B).

4d. Pipetirati 100 pL razblazenog uzorka 2 u udubljenja C2-
H2 (pogledati sliku 1A ili 1B).

4e.Pipetirati 100 yL razblazenih uzoraka 3-24 (za opciju 1
ili 3-12 (za opciju 2) u naredna udubljenja (pogledatili
1A ili 1B).

Napomena za opciju 2: ponoviti pipetiranje u

drugim izotipom.

5. Pokriti plo¢u folijom i inkubisati 2
2-8 °C (ne muckati sadrzaj u plocGi).

udubljenju. Isprazniti udubljenja i snaz pnuti plo¢u o
ubrus da bi se zaostala te¢nost uklonila u potpunosti.

100 pL kalibratora / G« ;
100 pL kontrole / 2h

@2-8°C

100 pL uzoraka

3 x ispiranje
1 x sprazniti i
lupnuti

e

Za opciju 1: Detekcija mix-izotipa
7. Dodati 100 pL mixa u udubljenja.
Za opciju 2: Detekcija IgG ili IgM izotipova

7’. Dodati 100 uyL IgG obelezenog enzimom ili IgM u
odgovaraju¢a udubljenja (pogledati sliku 1B).

8. Pokriti plo¢u folijom i inkubirati 2 sata (5 min) na
2-8 °C (ne muckati sadrzaj u ploci).

9. Skinuti foliju. Isprazniti udubljenja i isprati tri puta sa
najmanje 300 pL hladnog !(2-8 °C) pufera za ispiranje po
udubljenju. Isprazniti udubljenja i snazno lupnuti plo¢u o
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ubrus da bi se zaostala te€nost uklonila u potpunosti.

Opciono 1

&
2h
@ 2-8

100 pL enzimski
obelezenog mixa

°C

28\ 3 x ispirani
X ispiranje
1 x isprazniti i
lupnuti
Opciono 2
100 pL enzimski @
obelezenog 1gG ili
100 pL enzimski 2h
obelezenog IgM @ 2-8°C
! 3 x ispiranje
1 x isprazniti i
lupnuti

7
muckanje 400-600 rpm

12. Dodati 100 pL rastvora za zaustavljanje reakcije u sva
udubljenja. Pomocéu nastavka za pipete ukloniti sve
mehuriée vazduha. Preci na korak 13 unutar 30 minuta.

13. Ocitati apsorbancu na 450 nm na citaCu za mikrotitar
ploce.

WWO uL rastvora za

zaustavljanje reakcije a0
U roku od 30 min.
—
Ocitati apsorbancu na 450 nm
KONTROLA KVALITETA

Za uspesSnu upotrebu proizvoda neophodno je detaljno
razumevanje ovog uputstva za upotrebu. Pouzdani rezultati
¢e se dobiti samo koriS¢enjem preciznih laboratorijskih
tehnika i tacnim poStovanjem ovog uputstva za upotrebu.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA kit dolazi sa tri
kontrole: negativna, niska i srednja kontrola. Kontrolama su
dodeljeni rasponi vrednosti (% Ratio) naznaleni na QC
podacima koji se isporucuju sa svakim kompletom. Rezultati
merenja kontrola moraju biti unutar naznaenih opsega
vrednosti da bi rezultati bili validni.

Pored kontrola kompleta, preporucujemo upotrebu pula
seruma za internu kontrolu kvaliteta.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



Minimalna ODassonm vrednost od 1.2 se preporuuje za
kalibrator.

Karakteristike performansi treba da budu unutar
ustanovljenih  limita. Ako performanse testa ne
zadovoljavaju utvrdene granice i ponavljanje je iskljucilo
greSke u tehnici, proveriti slede¢a pitanja: i) kontrolu
temperature (reagensi koji se koriste u koraku 3-9 uvaju se
na 2-8 °C) ii) tacnost termometara, uredaja za pipetiranje i
merenje vremena; iii) podeSavanja ELISA ¢itaca; iv) rok
upotrebe reagensa; v) uslove skladiStenja i inkubacije; vi)
boju rastvora TMB supstrata (treba da bude bezbojan); vii)
Cistoc¢u vode; viii) metode aspiracije i ispiranja.

¢ Ovaj test nije validiran za pacijente nakon plazmafereze.

e Intravenski imunoglobulini (IVIg)

rezultate testa.

mogu uticati na

REFERENTNI INTERVALI | CUT-OFF

Referentni intervali BUHLMANN GanglioCombi® MAG
ELISA su ustanovljeni u skaldu sa CLSI C28-A3 testiranjem
120 uzoraka seruma osoba koje su se izjasnile kao zdrave.
UCestalost distribucije anti-gangliozidnih i anti-MAG antitela
kod zdravih davalaca krvi je klasifikovana u kategorije titra:
negativni (<30% Odnosa), siva zona (30-50% Odnosa) i
pozitivni (>50% Odnosa). Rezultati su sumirani u tabeli 9.

STANDARDIZACIJA | METROLOSKA SLEDLJIVOST

Ne postoje medunarodno ili nacionalno priznati referentni
materijali ili referentni postupci merenja za anti-gangliozidna
ili anti-MAG antitela u uzorcima seruma. BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA je standardizovan u odnosu na
interno ustanovljen referentni materijal. Vrednosti kalibratora
se dodeljuju u skladu sa protokolom prenosa vrednosti (ref.
2), kako bi se garantovala metroloSka sledljivost, i
naznatene su u proizvoljnim jedinicama %,o0dnosa“.
Utvrdeno je da je interval poverenja od 95% kombinovane
nesigurnosti kalibratora proizvoda 29,3% za IgG antitela i
37,6% za IgM antitela.

Grani€na vrednost za pozitivnost je Odnos 50%.

IZRACUNAVANJE REZULTATA TESTA

1. Zabeleziti apsorbancu (OD) na 450 nm za svako
udubljenje (kalibrator, kontrole i uzorci).

2. Ako su kalibrator i kontrole viSe puta testirani, izraCunati
prosecnu vrednost.

Reyultati se izrazavaju kao Odnos apsorbance uzorgka

(srednja) vrednost kalibratora.

Mix izotipovi
apsorbanca uzoraka ili kontrol

% Odnosa: . x 200

apsorbanca kahbraoa

IgG i IgM izotipovi

apsorbanca uzoraka ili kontrol

% Odnosa: x 100

apsorbanca kalibratora

Programi za izraCunavanje rezultata kao % Odnosa su

dostupni na vecini Citaca za mikrotitar ploCe.

Napomena: Rezultati predstavijeni u tabelama 7 i 8 su

primeri obezbedeni iskljuc¢ivo u svrhu demonstracije.

OGRANICENJA

e Visok % Odnosa rezultata (>100%) za pojedinaCne
gangliozide moZe biti reyultat ukrStene reaktivnosti sa
drugim gangliozidima za isti uzorak. Ukrstena reaktivnost
¢e se tipi¢no javiti kao visoka varijacija izmedu testova.
Interpretaciju rezultatu stoga treba vrSiti iskljuéivo u
saradnji sa struénjakom/specijalistom.

e Zbog polireaktivnosti autoimunih antitela i razlike u
geografskoj prevalenciji, rezultate testa treba Kkoristiti
samo kao podrsku klini¢koj interpretaciji neuropatije od
strane struénjaka/specijaliste, u kombinaciji sa kliniCkom
slikom pacijenta (ref.3).
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INTERPRETACIJA REZULTATA

IgG/igM Mix
1 (9,
Antigen Vrednosti (% Odnos)
<30 30-50 >50
HNK-1 Pogledati - Pogledati -
napomenu*/** | napomenu*/
Ponoviti
testiranje Pozitivni
kasnije
Tabela 3
IgG
Vrednosti (% Odnos)
en
<30 30-50 >50
HNK-1 Pogledati . Pogledati .
napomenu napomenu
GM1
GT1a o
Negativni | Ponoviti
GD1a testiranje Pozitivni
kasnije
GD1b
GQ1b
Tabela 4
IgM
1 (9,
Antigen Vrednosti (% Odnos)
<30 30-50 >50
. Pozitivni
HNK-1 Pogledati | 5 iedati
napomenu .
napomenu**)
GM1
Negativni
GTta g Ponoviti
GD1a testiranje Pozitivni
GD1b kasnije
GQ1b
Tabela 5
BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



Rezultate testa treba tumaditi zajedno sa dostupnim
informacijama dobijenih klinickom procenom pacijenta i
drugim dijagnosti¢kim procedurama.

* MAG neuropatije su obi¢no udruZene sa prisustvom anti-
MAG antitela IgM izotipa (ref. 4).

** Rezultati izmedu 30 i 50% (siva zona) ili > 50% (pozitivni)
za HNK-1 dobijeni sa mixom ili enzimski obelezenim IgM
mogu se testirati ponovo sa anti-MAG Antibodies ELISA
(EK-MAG).

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI

Metod poredenja

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA vs anti-MAG
Antibodies ELISA

Studija poredenja metoda je sprovedena prema CLSI
smernicama EP09-A3 i EP12-A2. Sto dvadeset i dva (122)
uzorka su izmerena korid¢enjem 2 lota BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA i 2 lota anti-MAG antitela
ELISA. Utvrdena su dijagnosticka (kapa) slaganja,
negativan procenat saglasnosti i pozitivan procenat
saglasnosti. Slaganja su predstavljena u tabeli 10.

Preciznost unutar laboratorije
Za anti-gangliozidna antitela: 5,7 — 13,2% CV
Za anti-MAG antitela: 14,4 — 36,5% CV

Preciznost unutar laboratorije je utvrdena u skladu sa CLSI
smernicom EP05-A3 kori§¢enjem standardizovanog dizajna
studije 20 dana x 2 serije x 2 ponavljanja. Testirana su tri (3)
pulirana uzorka seruma pacijenata. Rezultati su sumirani u
tabeli 11.

Reproducibilnost

Za anti-gangliozidna antitela: 7,7 — 19,1% CV

Za anti-MAG antitela: 23,5 - 33,2% CV
Reproducibilnost je utvrdena u skladu sa CLSI smern
EPO05-A3 koris¢enjem dizajna studije sa 3 instrumental/l
operatera x 5 dana x 5 ponavljanja. Testiran i
pulirana uzorka seruma pacijenata. Rezultati
tabeli 12.

Limit slepe probe (LoB) < Lir‘det
Odnos

LoB i LoD su utvrdeni u skladu sa
A2 koriS¢enjem neparametarske analiz
u tabeli 13.

Visokodozni hook efekat

Na opseg merenja nije uoCeno ograni¢enje zbog
visokodoznog hook efekta.

Ukrstena reaktivnost

Nije primeéena sistematska unakrsna reaktivnost za uzorke
pacijenata sa razli€itim autoimunim bolestima (tabela 14) i
pacijenata sa drugim neuroloSkim poremecajima (tabela
15).
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KLINICKE PERFORMANSE

Klini¢ke performance su procenjene sumirajuéim analizama
recenzirane naucéne literature. Sest (6) studija bavilo se
klinickim performansama BUHLMANN GanglioCombi® MAG
ELISA u dijagnozi autoimunih perifernih neuropatija (ref. 5-
10). Rezultati analize i detalji studije dati su u tabeli 6 i tabeli
16, tim redosledom.

201 (102 pedijatrijski GBS, 14 CIDP, 44
GBS, 41 neuropatija sa anti-MAG
antitelima)

N periferne neuropatije

N kontrole 493 (104 DC, 254 NC, 135 HC)

Senzitivnost (95% Cl) 68,1% (39,6 — 87,5%)

Specifiénost (95% Cl) 88,0% (72,3 — 95,3%)

ROC AUC 0,85

Tabela 6

GBS, Guillain-Barré-Syndrome; DC, Non-Neurological Disease Control;
NC, Neurological Control; HC, Healthy Control; CIDP, Chronic Inflammatory
Demyelinating Polyneuropathy; Cl, confidence interval; ROC AUC, area
under receiver operating characteristic curve

a-2a (49,5 ng/mL), gabapentin (26,7 ug/mL),
: (0,22 mg/mL),  hlorambucil (1,96 ug/mL),
zon (99 ng/mL), prednizolon (1,2 yg/mL), reumatoidni
(2340 IU/mL), hemoglobin (10 mg/mL), hemolizat
(10 mg/mL), ftrigliceridi (15 mg/mL), konjugovani bilirubin
(20 ug/mL), nekonjugovani bilirubin (150 pg/mL).
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TABELE | SLIKE

Raspored na mikrotitar ploc¢i: IgG/IgM-Mix obelezivaé

1

1gG/IgM Mix
L
: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CTRL CTRL CTRL. CTRL CTRL CTRL
Calibrator & CAL Low CAL Low CAL Low CAL Low CAL Low CAL Low
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL |CTRLCTRL|CTRLCTRL CTRLCTRL
Med | Neg | Med | Neg |Med |Neg | Med | Neg | Med |Neg | Med | Neg
HNK-1
GM1
GT1a
1 2 3144516 7 |8 9 11011 |12
GD1a
GD1b
GQ1b
12 sera IgG/ IgM Mix
Slika 1A: < 24 seruma / kitu (2 MP / kitu)

Raspored na mikrotitar ploci: IgG & IgM obelezivaé

19G IgM
f . T . \
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CTRL CTRL CTRL. CTRL CTRL CTRL
Calibrator & CAL Low Low CAL Low CAL Low CAL Low CAL Low
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL|CTRLCTRL/CTRLCTRL CTRLCTRL
Med | Neg | Med | Neg |Med |Neg | Med | Neg | Med |Neg | Med| Neg
HNK-1
GM1
GT1a
1 2 3 14 516
GD1a
GD1b
GQ1b
6 sera IgG
Slika 1B : 2 profila / serum, < 12 seruma / kit P / kitu)

Datum izdavanja: 2023-08-17
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Primer rezultata

A IgG/igM-Mix obelezivaé

Apsorbanca Odnos
B-GCO-ELGM (OD450) [%]
Kalibrator 2179
2,477
Kalibrator Avg. 2,328 100
Srednja kontrola 1,737
1,891
Srednja kontrola Avg. 1,814 78
Niska kontrola 0,662
0,460
Niska kontrola Avg. 0,561 24
Negativna kontrola 0,044
0,046
Negativna kontrola Avg. 0,045 2
Uzorak 1
HNK-1 0,234 10
Uzorak 1
GM1 0,543 23
Uzorak 1 1,976 85
Uzorak 1 0,621 27
0,734 32
2,573 111
Tabela 7
Apsorbanca Odnos
(OD450) [%]
B*GCO-ELG/ IgG IgM 19G IgM
B-GCO-ELM
Kalibrator 2,488 2,411
2,446 2,201
Kalibrator Avg. 2,467 2,306 100 100
Srednja kontrola 1,879 1,734
1,987 1,818
Srednja kontrola AVg 1.933 1.776 78 77
Niska kontrola 0,452 0,501
0,716 0,609
Niska kontrola Avg. 0,584 0,555 24 24
Negativna kontrola 0,045 0,048
0,037 0,042
Negativna kontrola Avg. 0.041 0.045 2 2
Uzorak 1
HNK-1 0,423 0,621 17 27
Uzorak1
M1 2,001 2,102 81 91
Vzorak 0521 | 0,237 21 10
GT1a ’ ’
Uzorak1
GD1a 1,984 0,821 80 36
Uzorak 1
GD1b 0,473 1,923 19 83
Uzorak 1
0,094 0,911 4 40
GQ1b ' ’
Tabela 8
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TABELE | SLIKE

Reference interval

Reproducibilnost

% zdravih davalaca krvi u Referentni limit Opis uzorka Reproducibilnost
kategorijama Ocekivana
Analit 30 - 50 .. | Enzimski | kategorija Sred;vred. SOD Ccv
<30 % >50 <30 Analit (izotip) [% N [A) [A) [%]
% odnosa dn‘;sa %Ratio % odnosa Odnosa] Odnosa] | Odnosa]
anti-MAG IgG 96,7 25 0,8 25 (15,7 — 39,5) oM 30-50 |75 51 4,9 9,7
anti-MAG IgM 99,2 0,8 0,0 20 (18,6 — 28,4) anti- 9 >50 |75 94 72 77
anti-MAG IgGM 86,7 10,0 33 | 44(34,8-529) GM1 Ab -
anti-GM1 1gG 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8) IgG 30-50 |75 39 56 | 145
anti-GM1 IgM 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 — 40,3) >50 75 106 171 1161
anti-GM1 IgGM 95,0 4,2 0,8 34 (23,3 —49,5) 30-50 75 48 3,9 8,2
44 (35,9 - anti- 'aM >50 |75| 92 99 |107
anti-GT1a IgG 90,0 6,7 3,3 113,1) GQ1b
anti-GT1a IgM 97,5 2,5 0,0 16 (10,3 — 31,8) Ab IgG 30-50 |75 42 81 [191
50 (42,4 - >50 75 78 12,0 15,4
anti-GT1a |gGM 85,0 10,0 5,0 140,3) 30-50 75 43 14.3 33.2
t-GD1a 1gG 917 5,0 33 g anti o S0 (7o 98 231 1235
anti- alg : : . TEr _,1)2 7 MAGAb laGM 30-50 75 42 10,6 25,0
anti-GD1a IgM 100,0 0,0 0,0 ’ ol 9 >50 |75 97 272 | 28,0
18 (6,6 — 24,3) Tohen 12
53 (35,0 avela
anti-GD1a IgGM 88,3 5,8 5,8 118,7)
anti-GD1b IgG 97,5 1,7 0,8 21 (14,5 — 33,0) LoD | LoB
. 15 (6,3 — 15,5)°
anti-GD1b IgM 99,2 0,0 0,8 M . LoB LoD
9 (6.4 — 54,7) (OEdl [% Odnosa] [% Odnosa]
anti-GD1b IgGM 95,0 3,3 1,7 30 (22,3 -71,6) -
anti-GQ1b I9G 97,5 25 0,0 24 (14,6 — 33,4) Anti-GM1 Igi S 21
anti-GQ1b IgM 99,2 0,8 0,0 8(6,2-17,8) 6 15
anti-GQ1b IgGM 95,0 42 0,8 31(23,1 — 46.,7) " %
F podgrupa zena. M podgrupa muskaraca Tabela 9
14 27
. . . 17
Metod poredenja anti-MAG antitela 8
Opis N Kapa slaganje NPA PPA Tabela 13
Vred 95% Vred- 95% Vred-
nost Cl nost Cl nost
EK-GCM 12 0,88 0,80- | 100,0% | 94,6% - | 87,5% ena reaktivnost
IgM vs. 2 0,97 100,0%
EK-MAG Bznaceno antitelo Dijagnoza #
EK-GCM 12 0,87 0,78 - 97,0% | 89,5% - Antitel itop Vaskulitis 3
1gG/IgM 2 0,96 99,6% ntitela na citoplazmu Yy
Mix vs. neutrofila (ANCA) Drugo (ANCA pozitivno 10
EK-MAG oznadeni uzorci)
abela 10 Sistemski eritemski lupus 5
NPA: Procenat negativnog slaganja _ _ Rleumatoi.dni artritis 9
PPA: Procenat pozitivnog slaganja Anti-nukleusna antitela (ANA) Sjogren smdrom. . 6
Cl: Interval pouzdanosti Drugo (ANA pozitivno 3
oznaceni uzorci)
Preciznost unutar laboratorije g:t'i't'Tr:;)Q'Ob”“”Ska antitela Autoimuni tiroitidis S
Opis uzorka Preciznost unutar laboratorije Anti-ribonukleoproteinska Mesovite bolesti vezivnog 1
Enzimski Oéekiva_r_la antitela tkiva
Analit | obelezivaé kateg/orua N so;%’a‘::'ed- "/Osd?I E/V Antitela na GQ1b, anti-GM1, Autoimune periferne 1
(izotip) OdEloosa] pptelneg] | Bosinesl |l anti-GD1b neuropatije
30-50 80 48 35 72 Apltltgla pa acetllhol.lpvreceptor . . 7
IgM i tirozin kinazu specificnu za Myasthenia gravis
anti-GM1 >50 80 91 6,2 6,8 misice
Ab g6 3050 [80] 40 51 | 129 Tabelald
>50 80 106 13,1 12,4
30-50 |80 45 26 57 - — m
IgM Periferne neuropatije
anti- >50 80 85 6,7 7,8 Ao ]
GQtbAb |~ 3050 |80| 43 57 | 132 ~Ono -
9 >50 |80| 80 69 | 86 Dijabetes
30-50 80 34 63 18.7 Periferna neuropatija koja oponasa poremecaje #
anti- IgM >50 80 72 104 144 Amiotrofiéna lateralna skleroza (ALS) 15
MAGADb 30-50 80 27 9,6 35,3 Sarkoidoza 4
lgGM >50 80 51 18,8 36,5 Waldenstromova makroglobulinemija (WM) 4
Tabela 11 Sagasova bolest 5
Tabela 15
Datum izdavanja: 2023-08-17 8/12 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA




TABELE | SLIKE

Klinicke performance

Studija Pozitivne Negativne | Epitopi | Senzi- | Speci-
kontrole kontrole tivnost | ficnost
(slucajevi)
Hashemilar | Pedijatrijski | DC GM1 0,51 0,89
etal.,, 2014 | GBS (n=35)
(n = 45) GQ1b 0,56 0,74
Sharma et Pedijatrijski | NC GM1 0,82 0,33
al., 2011 GBS (n=42)
(n=157)
DC 0,83
(n=35)
Khandelwal | GBS HC GM1 0,31 0,74
etal.,, 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von GBS, CIDP | NC GM1 0,30 0,93
Allmen et (n=19, (n=100)
al., 1998 14)
HC 0,95
(n=110)
Spatola et GBS DC GQ1b 0,92 0,97
al., 2016 (MFS) (n=34)
(n=12)
Delmontet | MAG- NC HNK-1 0,98 0,99
al., 2019 neuropatija | (n=112) (MAG)
(n=41)
HC
(n=6)
Tabela1

GBS, Guillain-Barré-Syndrome; DC, Non-Neurological Disease Contr
NC, Neurological Control; HC, Healthy Control; MFS, Miller ffish

Syndrome; CIDP, Chronic Inflammatory Demyelinating Polyneuropat

Datum izdavanja: 2023-08-17
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KRATAK PROTOKOL

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA

Oblozena mikrotitar ploc¢a
C isprati 2 x sa 2300 uL (hladnog)! pufera za ispiranje

100 L kalibratora, kontrola ili
uzoraka seruma (1:50)
< inkubirati 2 sata (+5 min) na 2-8 °C
C isprati 3 x sa 2300 L (hladnog)! pufera za ispiranje

v

dodati 100 pL enzimskog(ih) obelezivaca

< inkubirati 2 sata (+5 min) na 2-8 °C
d < isprati 3 x sa 2300 uL (hladnog)! pufera za ispiranje

2 min) na 18-28 °C
€ ~400-600 rpom

dodati 100 pL rastvora za zaustavljanje reak ntalna temperatura)!

=) Ocitati apsorbancu na n 0 minuta)

VREME_ZA REZUL : 4,5 SATA

Datum izdavanja: 2023-08-17 10/12 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
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3ziv proizvoda
dvodenje GT1a gangliozida
a testa sa kategorijama titra negativan, siva zona, pozitivan
‘ j i Cuvanje uzoraka, Procedura testiranja, i
2023-08-17 A1

A njeYpoglavlje Ograniéenja
Revi poglavlja Referentni intervali i cut-off, Karakteristike performansi, i
Interferirajuce supstance

Uvodenje poglavlja Klinicke performanse

Revizija poglavlja Reference i Simboli

UkljuCivanje broja notifikovanog tela u CE oznaku - postupak ocenjivanja
usaglasenosti prema IVDR 2017/746

ZVESTAVANJE O INCIDENTIMA U ZEMLJAMA EU

Ako se desio bilo kakav ozbiljan incident u vezi sa ovim medicinskim sredstvom, molimo da ga bez odlaganja prijavite
proizvodacdu i nadleZnom organu svoje drzave ¢Elanice EU.

OSTECENJE PRILIKOM TRANSPORTA

Ukoliko ste proizvod primili u oSte¢enom stanju, molimo da kontaktirate svog distributera.
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SIMBOLI

BUHLMANN Koristi simbole i oznake navedene u ISO 15223-1 standardu. Dodatno se koriste sledeéi simboli i oznake:

Simbol

Objasnjenje

Mikrotitar plo¢a

[BUFIWASH]|10X]

Pufer za ispiranje, koncentrat (10x)

BUF|INC Pufer za inkubaciju
Kalibrator
CONTROL]-] Negativna kontrola
Niska kontrola
Srednja kontrola
Enzimski obelezen IgG
IgW Enzimski obeleZenigM

IgG/IgM Mix obelezen enzimom

TMB Supstrat

Rastvor za zaustavljanje reak

Datum izdavanja: 2023-08-17
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