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SVENSKA

AVSEDD ANVANDNING

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA ar ett in vitro-
diagnostiskt test for semi-kvantitativ bestdmning av 1gG
och/eller  IgM-antikroppar mot  selektiva, neurala
antigener/epitoper in serumprover. Analysresultatet kan

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH

FORBEREDELSE

Reagenser Mingd Kod ilir“zkonstltuer-
. . 2x12x8

Mikrotiterplatta -

forprepererad med brunnari en | B-GCM- Bruksfardig

gangliosider och HNK-1 strip med MP

ram
anvandsa som stod for att stalla diagnos av autoimmuna Lock 6 st.
perifera neuropatier i kombination med andra kliniska fynd I
och laboratorieprover. Tvittbuffert- 2 flask Spadning med
. M . . . koncentrat (10X) askor B-GCO- 900 mL
Endast for anvandning i laboratorium. i x100mL |WB avjoniserat
med konserveringsmedel vatten
ANVANDNINGSOMRADE Inkubatlonbuffert 1 flaska B-GCO-IB | Bruksférdig
. . . T . med konserveringsmedel |x 100 mL
De tre enzymetiketter som i detta kit mdjliggor tre olika -
testalgoritmer: Kalibrator Tillsétt 1,5 mL
' frystorkad med 1 flaska B-GCO-CA |inkubations-
1. Test med IgG/IgM-konjugatmix (harefter kallad enzym- konserveringsmedel buffert
njix) fér screening av antineurala antikroppar indikativa Kontroller negativ-, lag- -
for automimmun neuropati. och medium’ B.Gco- | illsatt1.5mL
. . 3 flaskor CONSET inkubations-
2. Test med separata IgG- och/eller IgM-konjugat for |frystorkad med buffert
.. . . . konserveringsmedel
bestadmning av antikroppisotyp.
. . . L . Enzymmarkt 1IgG/IgM-mi
3. Vid laboratoriskt forskningsbruk kan initial provscreening anﬁziuman IgGg oc": Ingx
; ; ; ; - - 2 flask -GCO-
med |9G/|9.M'k0nJ.Ug_atm|X (tegtglternatlv 1) vid behov antkropp konjugerad till X1?Sm0|_r EL%%/IO Bruksfardig
atfoljas av differentiering av positiva prover med separata HRP i en buffertmatrix
IgG- och IgM-konjugat (testalternativ 2). med konserveringsmedel
Enzymmarkt IgG
ANALYSPRINCIP anti-human IgG-antikropp | 1 fiaska -GCO-
konjugerad till HRP i en B-GCO Bruksfardig

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA méter gangliosid-
och myelinassocierat glykoprotein (MAG)- antikroppar i
serum. Mikrotiterplattan ar belagd med gangliosiderna:

GM1, GT1a, GD1a, GD1b, GQ1b och den kemiskt
syntetiserade HNK-1- epitopen av glykyproteinet MAG (ref.
1).

Patientserum, kontroller och kallibrator tillsatts till

mikrotiterplattans brunnar. Efter 2 timmars inkubation vid 2—
8°C och tvattsteg detekteras anti-gangliosid- och/eller anti-
MAG-antikroppar bundna till immobiliserade gangliosider
eller HNK-1 av detektionsantikroppar (anti-IlgGlgM, anti-IgG
och anti-IgM) konjugerade till pepparrotsperoxidas (HRP) pa
plattan. Efter ytterligare 2 timmars inkubation och tvattsteg
tillsatts det kromogena HRP-substratet tetrametylbensidin
(TMB) (bla fargbildning) foljt av stopplosning (byte gul farg).
Absorbtionen méats vid 450 nm.

Den uppmatta absorbansen ar proportionell mot titern av
antikroppar i ett givet prov. Antikroppstitrar uttrycks som %-
ratios av kallibratorn och tilldelas titerkategorier (negativ,
grazon, positiv).
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buffertmatrix med x 11 mL ELG

konserveringsmedel

Enzymmarkt IgM
anti-human IgM-antikropp
konjugerad till HRP i en
buffertmatrix med
konserveringsmedel

TMB-substrat

1 flaska B-GCO-

<11 mL ELM Bruksfardig

2 flaskor

TMB i citratbuffert x1mL |BTMB Bruksfardig

Stopplosning 2 flaskor B-STS Bruksfardig

0,25 M svavelsyra x 11 mL Korrosivt amne
Tabell 1

.1 Kontrollerna innehaller lotspecifika nivaer av anti-GM1-antikroppar. Se
QC-databladet for faktiskt medelvarde OD och % Ratio.

LAGRING OCH HALLBARHET FOR REAGENS

Forslutna/o6ppnade reagens

Forvara vid 2-8 °C. Anvand inte reagensen efter att utgangsdatumet som
ar tryckt pa etiketten har passerat.

Oppnade/rekonstituerade reagens

Lagg omedelbart tillbaka oanvanda remsor i
foliepasen som innehaller torkmedel och forslut
noggrant langs hela forseglingen.

Forvara i upp till 6 manader vid 2-8 °C.

Mikrotiterplatta

Utspadd
tvattbuffert

Inkubationsbuffert

Enzym/enzym-mix | Fgrvara i upp till 6 manader vid 2-8 °C.

TMB-substrat

Kalibrator

Kontroller

Stopplésning Forvara i upp till 6 manader vid 18-28 °C.

Tabell 2
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MATERIAL SOM KRAVS MEN SOM INTE
MEDFOLJER

e Precisionspipetter med engangsspetsar: pipetter om
10 pL, 20 pL, 100 pL och 1 000 L

e Provror i polystyren eller polypropylen foér engangsbruk
for beredning av provspadningar

e 1000 mL cylinder fér spadning av tvattbuffert
e Tvatt for mikrotiterplatta

e Blottingpapper

e Skak for mikrotiterplatta

o Plattlasare for mikrotiterplatta for matning av absorbans
vid 450 nm

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Forsiktighetsatgarder

e Kalibratorn och kontroller i detta kit innehaller
komponenter av manskligt ursprung. Aven om
reagensen har testats och uppvisat negativa resultat fér
HBV, HCV och HIV1/2, ska de hanteras som potentiellt
smittsamt material i enlighet med god laboratoriesed och
ldmpliga forsiktighetsatgarder ska vidtas.

e Denna sats innehaller komponenter som klassificeras i
enlighet med forordning (EG) nr 1272/2008:

- Stoppldsningen innehaller svavelsyra (konc. 2,5-5%)
och reagensen kan orsaka hudirritation (H315),
allvarlig 6gonirritation (H319) och kan vara korrosivt for
metaller (H290).

- Kallibratorn, kontrollerna och enzymetiketter innehaller
2-metyl-4-isotiazolin-3-on-hydroklorid (konc. >
0,0015%) och reagenserna kan darmed orsaka
allergisk hudreaktion (H317).

- Inkubationsbufferten och tvattbufferten innehaller
gentamicinsulfat och reagenserna kan darmed orsaka
allergisk hudreaktion (H317).

e Undvik att reagensen kommer i kontakt med hud, 6gon
eller slemhinnor. Vid kontakt, skolj omedelbart med
rikliga mangder vatten, annars kan irritation/brannskador
uppsta.

e Reagens och kemikalier ska behandlas som farligt avfall

i enlighet med nationella bestdmmelser och riktlinjer
gallande biologiska faror.

Tekniska forsiktighetsatgarder

e Las instruktionerna noga innan testet utfors. Testets
prestanda kan paverkas negativt om reagensen spads
pa felaktigt satt, &ndras eller lagras under andra
forhallanden an de som anges i denna bruksanvisning.

ELISA-procedur

Reagenstemperatur

e Forbered reagensen innan analysproceduren pabdrjas.
Steg 3-9: Reagens som anvands i steg 3—9 maste vara
kalla (2-8 °C) och ska hallas kylda under pipettering och
tvattning. Rekommendation: Foérbered tvattbufferten
dagen innan analysen ska utféras och stall den i kylen
dver natten.

o Utfor alla tvattsteg med kall (2—8 °C) tvattbuffert.
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o Lat TMB-substrat och stoppldsning uppna
rumstemperatur  (18-28 °C) nér analysproceduren
startas.

Tvattsteg

e Tvattsteg 3, 6 och 9 ar avgdrande for att avldgsna rester

som uppstatt fran produktionsprocessen och/eller
potentiellt obundna antikroppar i brunnarna.

e En automatisk tvattare som kérs i ’plattiage”
rekommenderas, dvs. varje processteg
(dispensering/aspiration) utférs sekventiellt pa alla
remsor innan instrumentet fortsatter med nasta
tvattcykel.

e Sakerstall att alla brunnar ar helt tomma efter den sista
tvattcykeln.
Substratinkubation

e Steg 11: Skaka mikrotiterplattorna under inkubation med
substrat. Beroende pa plattskaksmodell rekommenderas
400-600 rpm. Losningen ska rora sig i brunnarna men
far inte spillas ut.

Satsens komponenter

e Komponenterna far inte anvandas efter att
utgangsdatumet som ar tryckt pa etiketterna passerat.

e Blanda inte reagens fran olika lotter.

e Atgarder ska vidtas for att sakerstdlla att ingen
korskontaminering uppstar mellan reagens, prover eller
mellan brunnar.

e Mikrobrunnar kan inte ateranvandas.

PROVINSAMLING OCH LAGRING

Proceduren kraver <0,1 mL blod eller <50 yL serum.

Samla in blod i vanliga ror fér venpunktion utan tillsatser och
undvik hemolys. Utfér serumberedning i enlighet med
tillverkarens instruktioner. Dekantera serumet.

Serumprover kan foérvaras vid 2—8 °C i upp till atta veckor,
vid 28 °C i upp till en vecka och vid =-20 °C i 16 veckor.
Frysta prover ska tinas och blandas val genom forsiktig
centrifugering eller vandning fére anvandning.

Vi rekommenderar att serumprover férbereds i alikvoter
innan frysning foér att undvika upprepade frys- och
tiningscykler.

ANALYSPROCEDUR

Det finns tva testalternativ:

(1) Detektion av mix-isotyper (IgG och
enzymmarkt IgG/IgM-mix i steg 7

IgM): tillsatt

(2) Detektion av 1gG eller IgM-isotyper: tillsatt antingen
enzymmarkt IgG eller enzymmarkt IgM i steg 7

Obs: Lat TMB-substratlbsningen uppna rumstemperatur
(18-28 °C).

1. Spad proverna 1:50 med inkubationsbuffert. Anvand t.ex.
20 yL serum + 980 yL kall' (2—-8 °C) inkubationsbuffert.
Blanda val genom vortexing och lat utspadda prover,
beredd kalibrator och kontroller sta vid_2-8 °C i 30
minuter fére pipettering (se steg 4a och b).
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2. Bered en plattram med tillrdckliga remsor for att testa det
aktuella antalet kalibratorer, kontroller och prover.
Avlagsna overflodiga remsor fran ramen och lagg
omedelbart tillbaka dem i foliepasen tillsammans med
torkmedlet. Forvara i kyl.

Obs: Anvénd kalla reagens i steg 3 till 9.

3. Tvétta brunnarna tvd ganger med minst 300 pL kall!
(2-8 °C) tvattbuffert per brunn. Tém brunnarna och sla
plattan ordentligt mot blottingpapper for att aviagsna all
aterstdende vatska.

300 pL kall! tvattbuffert

M

— t6m och sla

2 x tvatt
Obs: Fortsétt omedelbart till nésta steg.

4a.Pipettera 100 uL kallibrator till brunn A1 (se figur 1A for
testalternativ 1 och figur 1B for testalternativ 2).

4b.Pipettera 100 pyL kontroll medium till brunn B1, kontroll
lag till brunn A2 och kontroll negativ till brunn B2 (se figur
1A eller 1B).

Obs: For testalternativ 1 kan duplikat av kalibrator och
kontroller testas om fler &n tre remsor anvénds per kérning
(se figur 1A).

Obs: For testalternativ 2 ska kalibrator och kontroller kéras

separat for IgG- och IgM- isotyper (se figur 1B).

4c. Pipettera 100 yL utspatt prov 1 till brunnarna C1-H1 (se
figur 1A eller 1B).

4d. Pipettera 100 yL utspéatt prov 2 till brunnarna C2-H2 (se
figur 1A eller 1B).

4e. Pipettera 100 yL utspatt prov 3-24 (for testalternativ 1)
eller 3-12 (for testalternativ 2) till efterféljande brunnar
(se figur 1A eller 1B).

Obs: For testalternativ 2 ska pipetteringen fér prov 1-12
upprepas i samma ordning till de kvarvarande brunnarna vid
test med den andra isotypen.

5. Tack plattan med ett lock och inkubera i
2 timmar (£5 min) vid 2-8 °C (skaka inte plattan).

6. Ta bort locket fran plattan. Tém brunnarna och tvatta tre
ganger med minst 300 pL kall! (2-8 °C) tvattbuffert per
brunn. Tém brunnarna och slad plattan ordentligt mot
blottingpapper for att avlagsna all tvattbuffert.

100 pL kalibrator / (-l;
100 pL kontroller / 2h

100 pL prover

3 x tvatt
1 x tdm och sla

For testalternativ 1: Detektion av mix-isotyper
7. Tillsatt 100 yL enzym-mix till brunnarna.
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For testalternativ 2: Detektion av IgG- eller IgM-

isotyper

7. Tillsatt 100 yL av antingen enzymmarkt IgG eller
enzymmarkt IgM till respektive brunnar (se figur 1B).

8. Tack plattan med ett lock och inkubera i
2 timmar (£5 min) vid 2-8 °C (skaka inte plattan).

9. Ta bort locket fran plattan. Tém brunnearna och tvatta tre
ganger med minst 300 pL kall! (2-8 °C) tvattbuffert per
brunn. Tém brunnarna och slad plattan ordentligt mot
blottingpapper.

Testalternativ 1

@
2h
@2-8°C

100 pL enzymmarkt
mix

3 x tvatt
1 x tébm och sla

Testalternativ 2

100 pL enzymmarkt
IgG eller @

100 yL enzymmarkt 2h
IgM @2-8°C

3 x tvatt
1 x tém och sla

10. Tillsatt 100 pL TMB-substratldsning (som balanserats till
rumstemperatur) i varje brunn.

11. Tack plattan med ett lock, skydda plattan fran ljus och
inkubera pa en plattskak som stallts in till 400—600 rpm
vid 18-28 °C i 30 +2 minuter.

100 pL TMB-substrat

N
plattskak 400-600 rpm

12. Tillsatt 100 yL stopplésning i brunnarna. Avlagsna
luftbubblor med en pipettspets. Fortsatt till steg 13 inom
30 minuter.

13. Las av absorbansen vid 450 nm i en plattiasare.

100 uL stoppldsning @

inom 30 min.
e

L&s av absorbansen vid 450 nm

KVALITETSKONTROLL

Det ar viktigt att forstd bruksanvisningen for optimal
anvandning av produkten. Det ar endast mgjligt att uppna

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



tillférlitiga  resultat genom att anvanda exakta
laboratorietekniker och att noga félja bruksanvisningen.

Tre kontroller medfélier BUHLMANN GanglioCombi® MAG
ELISA-kittet: negativ, ldg och medium. Kontrolldsningarna
har tilldelade vardeomraden (% Ratio) som anges i QC-
databladet som medféljer varje kit. Kontrollmatningarna
maste vara inom de angivna vardeomradena for att erhalla
giltiga resultat.

Utdver kontrollerna i kittet rekommenderar vi anvandning av
serumpooler for intern kvalitetskontroll.

Ett minimalt OD450 nm-varde pa 1,2 rekommenderas for
kalibratorn.

Prestandaegenskaper bor ligga inom faststallda granser.
Om analysens prestanda inte uppfyller de faststallda
granserna och upprepning har exkluderat fel i tekniken,
kontrollera féljande: i) temperaturkontroll (reagens som
anvands i steg 3-9 ska férvaras vid 2-8 °C) ii) noggrannhet
for termometrar, pipetterings- och tidtagningsenheter; iii)
ELISA-lasarens installningar; iv) utgangsdatum for reagens;
v) lagrings- och inkubationsférhallanden; vi) fargen pa TMB-
substratlésningen (ska vara farglés); vii) vattnets renhet; viii)
aspirations- och tvattmetoder.

inom samma prov. Korsreaktiviteten uppvisar vanligen
hdg variation inom analyserna. Tolkningen av resultaten

bor darfor endast goras tilsammans med en
expert/specialist.
e Pa grund av polyreaktiviteten hos autoimmuna

antikroppar och skillnader i geografisk prevalens bor
analysresultaten endast anvandas for att stddja klinisk
expert/specialist-tolkning av neuropati i kombination med
patientens kliniska bild (ref. 3).

e Testet har inte validerats for plasmaferes.

STANDARDISERING OCH METROLOGISK
SPARBARHET

Det finns inga internationellt eller nationellt erkanda
referensmaterial eller referensmetoder fér anti-gangliosid-
eller anti-MAG-antikroppar i serumprover. BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA &r standardiserad mot ett
internt etablerat referensmaterial. Kalibratorvarden tilldelas
enligt ett vardedverforingsprotokoll (ref. 2) for att garantera
metrologisk sparbarhet och anges i godtyckliga "% Ratio"-
enheter. For den kombinerade osakerheten hos
kalibratorprodukter bestamdes 95-procent konfidensintervall
till 29,3% for IgG-antikroppar och 37,6% for IgM-antikroppar.

e Intraven6sa immunglobuliner (IVIg) kan paverka
testresultaten.

REFERENSINTERVALLER OCH CUT-OFF

Referensintervall for anti-MAG  Antibodies  ELISA

faststalldes enligt CLSI C28-A3 med 120 serumprover fran
sjalvdeklarerade friska individer. Distributionsfrekvensen for
anti-gangliosid- och anti-MAG-antikroppar hos normala

BERAKNING AV TESTRESULTAT
1. Registrera absorbansen (OD) vid 450 nm f6r varje brunn
(kalibrator, kontroller och prov).

2. Berakna medelvardet av vardena om flera kalibrerings-
och kontrollmatningar utfors.

Resultaten uttrycks som ratio av provens absorbans och
kalibratorns (genomsnittliga) absorbans.

Mix-isotyper
provers eller kontrollers absorbans
% Ratio: x 200
kalibratorns absorbans
lgG- och IgM-isotyper
provers eller kontrollers absorbans
x 100

% Ratio:
kalibratorns absorbans

Program fér att berdkna resultat som % Ratio finns
tillgéngliga pa de flesta mikroplattiasare.

Obs: Resultaten som presenteras i tabell 7 och 8 ar exempel
endast i demonstrationssyfte.

BEGRANSNINGAR

e Hobga % Ratio-resultat (> 100%) fér enskilda gangliosider
kan resultera i korsreaktivitet med andra gangliosider
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blodgivare klassificerades i titerkategorier: negativ
(<30% Ratio), grazon (30-50% Ratio) och positiv
(>50% Ratio). Resulten sammanfattas i tabell 9.
Gransvardet for positivt resultat ar 50% Ratio.
TOLKNING AV RESULTAT

1gG/IgM-mix

= o -

D Varden (% Ratio)

<30 30-50 >50
HNK-1 *S/f*notering f‘;*e*notering
GM1
GT1a Negativ Ytterli.gare
GD1a test vi Positiv

senare
GD1b tidpunkt
GQ1b
Tabell 3
IgG
= o -

D Varden (% Ratio)

<30 30-50 >50
HNK-1 Se notering * | Se notering *
GM1
GT1a N Yiterligare

t' .
GD1a egav Jtestvid Positiv
senare
GD1b tidpunkt
GQ1b
Tabell 4
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IgM
= o -

Antikropp Vérden (% Ratio)

<30 30-50 >50
HNK-1 Se notering ** Positiv (S,i

notering **)
GM1
GT1a Negativ Ytterligare
GD1a test vid Positiv
senare

GD1b tidpunkt
GQ1b

Tabell 5

Testresultaten ska tolkas i kombination med tillganglig
information fran klinisk bedémning och andra diagnostiska
procedurer.

* MAG-neuropati associeras vanligen med férekomst av
anti-MAG-antikroppar av IgM-isotyp (ref. 4).

** Vid resultat mellan 30% och 50% (grazon) eller >50%
(positiv) for HNK-1 som erhdlls med enzym-mix eller
enzymmarkt IgM kan ett ytterligare test géras med anti-MAG
Antibodies ELISA (EK-MAG).

Krossreaktivitet

Ingen systematisk korsreaktivitet observerades for prover
fran patienter med olika autoimmuna sjukdomar (tabell 14)
eller fran patienter med andra neurologiska sjukdomar
(tabell 15).

KLINISK PRESTANDA

Klinisk prestanda utvarderades genom en sammanfattande
analys av fackgranskad vetenskaplig litteratur. Sex (6)
studier avhandlade Kklinisk prestanda fér BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA vid diagnostisering av
autoimmuna perifera neuropatier (ref. 5-10). Resultat av
analysen och studiedetaljer finns i tabell 6 respektive tabell
16.

201 (102 pediatrisk GBS, 14 CIDP, 44

SISt ppat GBS, 41 anti-MAG-neuropati)

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

Sensitivitet (95% Kl) 68,1% (39,6 — 87,5%)

Specificitet (95% KI) 88.0% (72,3 — 95,3%)

ROC AUC 0,85

PRESTANDAEGENSKAPER

Metodjamforelse

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA kontra anti-
MAG Antibodies ELISA

Metodjamforelsestudien utférdes enligt CLSI-guideline
EP09-A3 och EP12-A2. Hundratjugotva (122) prover mattes
med 2 loter BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA och 2
loter anti-MAG Antibodies ELISA. Diagnostisk (kappa)-
varde, negativt prediktivt varde och positivt prediktivt varde
faststalldes. Vardena presenteras i tabell 10.

Inom-laboratorie-precision

For anti-gangliosider: 5,7 - 13,2% CV

For anti-MAG: 14,4 - 36,5% CV

Inom-laboratorie-precision  faststalldes enligt CLSI-
guideline EP05-A3 med hjalp av det standardiserade
studieupplagget 20 dagar x 2 kérningar x 2 replikat. Tre (3)

poolade patientserumprover testades. Resulten
sammanfattas i tabell 11.

Reproducerbarhet

For anti-gangliosider: 7,7 - 19,1% CV

For anti-MAG: 23,5 - 33,2% CV

Reproducerbarheten faststalldes enligt CLSI-guideline
EP05-A3 med ett studieupplagg av 3

instrument/loter/operatérer x 5 dagar x 5 replikat. Tre (3)
poolade patientserumprover testades. Resulten
sammanfattas i tabell 12.

Blankgrans (LoB) < Detektionsgrans (LoD): <30% Ratio
LoB och LoD faststélldes enligt CLSI-guideline EP17-A2
med icke-parametrisk analys. Resulten sammanfattas i
tabell 13.

Hog dos hook effekt

Ingen begransning pa grund av hég dos hook effekt inom
matomradet observerades.
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Tabell 6

GBS. Guillain-Barrés syndrom; DC, kontroll icke-neurologisk sjukdom; NC,
kontroll neurologisk sjukdom; HC, kontroll franvaro av sjukdom; CIDP,
kronisk inflammatorisk demyeliniserande polyneuropati; Kil,
konfidensintervall; ROC AUC, kurvanalys, area under kurvan

INTERFERERANDE AMNEN

Analysens kéanslighet for orala- samt injicerbara lakemedel
och fér endogena substanser utvarderades enligt CLSI-
guideline EPQ7-A3. Systematiskt fel i resultat = + 20% Ratio
ansags som interferens.

Ingen interferens detekterades med féljande a@mnen upp till
de angivna koncentrationerna: intravendst immunglobulin
(20 mg/mL), rituximab (3 mg/mL), kladribin (273 ng/mL),
interferon alfa-2a (49,5 ng/mL), gabapentin (26,7 pyg/mL),
ibuprofen (0,22 mg/mL),  klorambucil (1,96 ug/mL),
prednison (99 ng/mL), prednisolon (1,2 yg/mL), reumatoid
faktor (2340 IU/mL), hemoglobin (10 mg/mL), hemolysat
(10 mg/mL), ftriglycerid (15 mg/mL), konjugerat bilirubin
(20 pg/mL) och okonjugerat bilirubin (150 pg/mL).

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



TABELLER OCH FIGURER

Uppsattning mikrotiterplatta: Markt IgG/IgM-mix

19G/IgM Mix
1
123456789101112‘
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

I

HNK-1

GM1

GT1a

GD1a

GD1b

GQ1b

12 sera IgG/ IgM Mix

Figur 1A: < 24 serum / kit (2 MP / kit)

Uppsattning mikrotiterplatta: Markt IgG & IgM

19G IgM

| |
"4 2 3 4 5 6"7 8 9 10 1 12

) CAL CTRL AL CTRL L CTRL AL CTRL cAL CTRL cap CTRL
Calibrator & Low Low Low Low Low Low
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL|CTRLCTRL/CTRLCTRL CTRLCTRL

Med | Neg | Med | Neg 'Med |Neg | Med | Neg | Med | Neg | Med| Neg

HNK-1

GM1

GT1a

GD1a

GD1b

GQ1b

6 sera IgG 6 sera IgM

Figur 1B : 2 profiler / serum < 12 serum / kit (2 MP / kit)

Utgivningsdatum: 2023-08-17
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Resultatexempel
A Markt IgG/IgM-mix

Absorbans Ratio
B-GCO-ELGM (OD450) [%]
Kalibrator 2,179
2,477
Kalibrator genomsnittlig 2,328 100
Kontroll medium 1737
. 1,891
Kontroll . medium 1.814 78
genomsnittlig
Kontroll lag 0,662
0,460
Kontroll lag genomsnittlig 0,561 24
Kontroll negativ 0,044
. 0,046
Kontroll n.eg.atlv 0.045 2
genomsnittlig
Prov 1 0,234 10
HNK-1 ’
Prov 1
GM1 0,543 23
Prov 1
GT1a 1,976 85
Prov 1
GD1a 0,621 27
Prov 1
GD1b 0,734 32
Prov 1
GQ1b 2,573 111
Tabell 7
B Markt IgG & IgM
Enzvmmarknin Absorbans Ratio
Y 9 (OD450) [%]
B-GCO-ELG/ [e]€] IgM 19G IgM
B-GCO-ELM
Kalibrator 2,488 2,411
2,446 2,201
Kalibrator genomsnittlig 2,467 2,306 100 100
Kontroll medium 1879 1734
Kontroll medi 1,987 1,818
ontroll medium
genomsnittlig 1,933 1,776 78 77
Kontroll lag 0,452 0,501
0,716 0,609
Kontroll lag genomsnittlig | 0,584 0,555 24 24
Kontroll negativ
0,045 0,048
Kontroll negativ 0,037 0,042
o 0,041 0,045 2 2
genomsnittlig
Prov 1
HNK-A 0,423 0,621 17 27
Prov 1
M1 2,001 2,102 81 91
Prov 1 0,521 0.237 21 10
GT1a ’ :
Prov 1
1,984 0,821 80 36
GD1a ’ ’
Prov 1
GD1b 0,473 1,923 19 83
Prov 1
GQatb 0,094 0,911 4 40
Tabell 8
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Referensintervall Reproducerbarhet
Provbeskrivning Reproducerbarhet
% normala blodgivare i Referensgrins Enzym- Forvéntad Medel SD cv
kategorierna Analyt m_arknlng l:ategt?rl N [%Ratio] | [%Ratio] | [%]
Analyt 90% KI (isotyp) [%Ratio]
<30 30-50  >50 BT L) 3050 |75 51 49 |97
0, H 0, H [ H 3 3 3
. %Ratio %oRatio  %Ratio anti- IgM 50 - 9 72 77
anti-MAG IgG 96,7 2,5 0,8 25 (15,7 - 39,5) GM1
anti-MAG IgM 99,2 0,8 0,0 20 (18.6 - 28,4) Ab I9G 30-50 75| 39 56 145
anti-MAG IgGM 86,7 10,0 3,3 44 (34,8 - 52,9) >50 75 106 171 16,1
anti-GM1 19G 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 - 29,8) 30-50 75 48 3,9 82
anti-GM1 IgM 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 - 40,3) anti- IgM
anti-GM1 IgGM 95,0 42 0.8 34 (23,3 - 49.5) GQib >50 |75] 92 99 |107
anti-GT1a IgG 90,0 6,7 3,3 44 (35,9 - 113,1) Ab 1aG 30-50 75 42 8,1 19,1
anti-GT1a IgM 97,5 2,5 0,0 16 (10,3 - 31,8) 9 >50 75 78 12,0 15,4
anti-GT1a IgGM 85,0 10,0 5,0 50 (42,4 - 140,3) 30-50 75 43 143 |332
anti-GD1a IgG 91,7 5,0 3,3 42 (26,2 - 108,2) anti- IgM ’ J
3 >50 75 98 23,1 23,5
. 8 (6,6 - 12,4) MAG
anti-GD1a IgM 100,0 0,0 0,0 18 (6,6 - 24,3 Ab lgGM 30-50 75 42 10,6 | 25,0
anti-GD1a IgGM 88,3 58 5.8 53 (35,0 - 118,7) >80 = = 22 T b2|€|3,$2
anti-GD1b IgG 97,5 1,7 0,8 21 (14,5 - 33,0) abe
- 15 (6,3 - 15,5)¢
anti-GD1b IgM 99,2 0,0 0,8 9(6.4 - 54.7)" LoD och LoB
anti-GD1b IgGM 95,0 3,3 1,7 30 (22,3 - 71,6) LoB LoD
anti-GQ1b IgG 97,5 2,5 0,0 24 (14,6 = 33,4) Analyt [% Ratio] [% Ratio]
anti-GQ1b IgM 99,2 0,8 0,0 8 (6,2 - 17,8) ARti-GM1 1aM Ab 5 21
anti-GQ1b IgGM 95,0 42 0,8 31(231-46,7) nti- 9
K kvinnlig undergrupp. M manlig undergrupp Tabell 9 Anti-GM1 IgG Ab 6 15
Anti-MAG IgM Ab 12 26
Metodjamforelse anti-MAG-antikroppar Anti-MAG IgG/IgM Mix Ab | 14 27
Beskriv- N Kappa NPA PPA Anti-GQ1b IgM Ab 17
ning .
vard | 95% | varde | 95% | Varde | 95% Anti-GQ1b I9G Ab 18
e Ki KI KI Tabell 13
EK-GCM | 122 0,88 0,80- | 100,0% | 94,6% - | 87,5% | 75,9%-
IgM 0,97 100,0% 94,8%
kontra. e
EKMAG Korsreaktivitet
EK-GCM | 122 0,87 0,78 - 97,0% | 89,5% - | 89,3% | 78,1%- T - A
IgG/ight- 0.96 99.6% 96.0% Tilldelad antikropp Dlagnc‘>s #
h . ) Vaskulit 3
kmli( Antineutrofila Ovriga (ANCA-positivt
ontra : -
EK-MAG cytoplasmaantikroppar (ANCA) betecknade prover) 10
Tabell 10 Systemisk lupus 5
NPA: negativt prediktivt varde erythematosus
PPA: positivt prediktivt varde . . . Reumatoid artrit 9
KI: konfidensintervall Antinukledra antikroppar (ANA) Sjogrens syndrom 6
Ovriga (ANA-positivt
. . 3
Inom-laboratorie-precision betecknade prover)
Provbeskrivning Inom-laboratorie-precision (Aar:]t:ik;(_)s;par mot tyreoglobulin Autoimmun tyreoidit 5
Enzym- | Forvantad -
L - Medel SD cv
Analyt markning | kategori | N [%R?at?o] [%Ratio] | [%] Antlkroppar mot. Blandad bindvavssjukdom 1
(isotyp) [%Ratio] ribonukleoprotein
30-50 80 48 35 7.2 Anti-GQ1b, anti-GM1, anti- Autoimmun perifer 1
IgM . . i
anti-GM1- g >50 80 91 6,2 6,8 EDt_Lb e neuropati
Ab 3050 |80| 40 51 | 12,9 nHiroppar mot acetyotin- .
IgG receptor och antikroppar mot Myasthenia gravis 7
>50 80 106 13,1 12,4 muskel-specifikt tyrosinkinas
oM 30-50 80 45 2,6 57 Tabell 14
anti-GQib-| >50 80| 85 67 |78
Ab 30-50 80 43 5,7 13,2 - - #
IgG Perifera neuropatier
>50 80 80 6,9 8,6
Alkohol 1
laM 30-50 80 34 6,3 18,7 Diabet 5
anti-MAG- | ° 550 80| 72 104 | 14,4 abetes : : : -
Ab 30-50 80 27 96 353 Perifer n.europatl — efterliknande sjukdomar
lgGM ~50 80 51 18.8 365 Amyotrofisk lateral skleros (ALS) 15
Tabell 11 Sarkoidos 4
Waldenstrdms makroglobulinemi (WM) 4
Chagas sjukdom 5
Tabell 15
Utgivningsdatum: 2023-08-17 8/12 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
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Klinisk prestanda

Studie Positiva Negativa | Epitop | Sensi- | Speci-
kontroller | kontroller tivtet ficitet
(fall)
Hashemilar | Pediatrisk DC GM1 0,51 0,89
etal, 2014 | GBS (n=35)
(n = 45) GQ1b 0,56 0,74
Sharma et Pediatrisk NC GM1 0,82 0,33
al., 2011 GBS (n=42)
(n=57)
DC 0,83
(n=35)
Khandelwal | GBS HC GM1 0,31 0,74
etal, 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von GBS, NC GM1 0,30 0,93
Allmen et CIDP (n=100)
al., 1998 (n=19,
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 neuropati (n=112) (MAG)
(n=41)
HC
(n=6)
Tabell 16

GBS, Guillain-Barrés syndrom; DC, Kontroll icke-neurologisk sjukdom;
NC, kontroll neurologisk sjukdom; HC, kontroll franvaro av sjukdom;
inflammatorisk

MFS, Miller

Fishers syndrom;

demyeliniserande polyneuropati

Utgivningsdatum: 2023-08-17
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KORT PROTOKOLL

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA

Forprepererad mikrotiterplatta

& Tvatt 2x med 2300 pL kall tvéttbuffert

100 uL kalibrator, kontroller eller
serumprover (1:50)

C Inkubera 2 timmar (5 min) vid 2-8 °C
C Tvétt 3 x med 2300 uL kall! tvéttbuffert

v

Tillsatt 100 L, enzymmarkning

C Inkubera 2 timmar (+5 min) vid 2—-8 °C
d C Tvétt 3 x med 2300 uL kall! tvéttbuffert

Tillsatt 100 uL TMB-substrat (omgivande temperatur)!

C Inkubera 30 min (+2 min) vid 18-28 °C
pa plattskak ~400-600 rpm

A 4

Tillsatt 100 pL stopplésning (omgivande temperatur)!

=) | 5s av absorbansen vid 450 nm (inom 30 minuter)

TID TILL RESULTAT: 4,5 TIMMAR
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SYMBOLER

BUHLMANN anvénder symboler och mérkningar som beskrivs i ISO 15223-1. Dessutom anvands féljande symboler och
markningar:

Symbol Forklaring

Mikrotiterplatta

IBU FIWASH|1 OXI Tvattbuffertkoncentrat (10x)

INC Inkubationsbuffert
CAL

Kalibrator

CONTROL ' Kontroll negativ

CONTROL Kontrol lag

ONTROL Kontroll medium

Im Enzymmarkt-lgG
gV Enzymméirkt-IgM

MIX Enzymmérkt IgG/IgM-mix

SUBS|TMB TMB-substrat

SOLN|STOP Stopplésning

c E 0123

Utgivningsdatum: 2023-08-17 12/12 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
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