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ESPANOL

USO PREVISTO

Anti-GM1 Antibodies ELISA es un ensayo de diagndstico in
vitro para la determinacién semicuantitativa de anticuerpos
IgG y/o IgM contra el epitopo/antigeno neural GM1 en
muestras de suero. Los resultados del ensayo se pueden
utilizar, junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio,
para respaldar el diagnéstico de neuropatias periféricas
autoinmunes.

Solo para uso en laboratorio.

Reactivos Cantidad Codigo Reconstitucion

Sustrato de TMB 1 vial )

TMB en tampon de citrato | x 11 mL B-TMB Listo para usar

Solucion de parada 1 vial Listo para usar

. . B-STS Agente

acido sulfarico 0,25 M x 11 mL i
corrosivo

Tabla 1

" Los controles contienen niveles de anticuerpos anti-GM1 especificos del
lote. Consultar en la ficha de datos de CC separada los valores concretos
de DO media y relacién porcentual.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo anti-GM1 Antibodies ELISA permite medir en
suero los anticuerpos contra GM1 (gangliésido M1). La
placa de microtitulacién esta recubierta con el gangliésido
GM1.

Se afaden a los pocillos de la placa de microtitulacién los
sueros de paciente, controles y el calibrador. Tras 2 horas
de incubacion a 2-8 °C y los correspondientes pasos de
lavado, los anticuerpos de deteccion (anti-IgG, anti-lgM)
conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP)
detectan los anticuerpos anti-GM1 unidos al gangliésido
GM1 inmovilizado en la placa. Tras otras 2 horas de
incubacion y los consiguientes pasos de lavado, se afiade
el sustrato de HRP cromogénico tetrametilbencidina (TMB)
(formacién de un color azul) seguido de una reaccion de
parada (viraje al amarillo). Se mide la absorcién a 450 nm.
La absorbancia medida es proporcional al titulo de
anticuerpos anti-GM1 presente en una muestra dada. Los
titulos de anticuerpos se expresan como relaciones
porcentuales con respecto al calibrador y pueden
clasificarse en categorias (negativo, zona gris, positivo).

CONSERVACION Y PERIODO DE VALIDEZ DE LOS
REACTIVOS

Reactivos sellados/ sin abrir

Conservar a 2-8 °C. No utilizar los reactivos después de la fecha de
caducidad impresa en las etiquetas.

Reactivos sellados/ sin abrir

Volver a colocar inmediatamente las tiras no
utilizadas en la bolsa de aluminio que contiene los
paquetes de secante y cerrar completamente.

Conservar a 2-8 °C hasta un maximo de 6 meses.

Placa de
microtitulacion

Tampon de lavado
diluido

Tampon de
incubacion

Enzyme Labels Conservar a 2-8 °C hasta un maximo de 6 meses.

Sustrato de TMB

Calibrador

Controles

Solucién de Conservar a 18-28 °C hasta un maximo de 6
parada meses.

Tabla 2

REACTIVOS SUMINISTRADOS Y PREPARACION

Reactivos Cantidad Cadigo Reconstitucion
Placa de microtitulacion ;icﬁll?)s

previamente recubierta tiras con B-GM1-GM | Listo para usar
con GM1 marco

Pelicula de sellado 3 unidades

Concentrado de tampén Diluir con

de lavado (10x) ! nggcol_ \?\ECO' 900 mL de agua
con conservantes X m desionizada

MATERIALES NECESARIOS PERO NO PROVISTOS
¢ Pipetas de precisidon con puntas desechables: pipetas de
10 pL, 20 pL, 100 yL y 1000 pL

e Tubos desechables de poliestireno o polipropileno para
la preparacién de las diluciones de las muestras.

e Probeta de 1000 mL para la dilucién del tampoén de
lavado

e Lavador de placas de microtitulacion
e Papel secante
e Agitador de placas de microtitulacion

e Lector de placas de microtitulacién para la medicién de
la absorbancia a 450 nm

Tampon de incubaciéon | 1 frasco B-GCO-IB | Listo para usar
con conservantes x 100 mL

Calibrador Anadir 1,5 mL
liofilizado con 1 vial B-GCO-CA |de tampdn de
conservantes incubacion
Controles negativo, o

bajo y medio ! ) B-GCO- Afadir 1,'5 mL
liofilizado con Svales lconser [de tampon de
conservantes Incubacion
Marcador enzimatico IgG

anticuerpo anti-IgG 1 vial B-GCO-

humana conjugado con Listo para usar
HRP en una matriz

tampén con conservantes

x 11 mL ELG

Marcador enzimatico
IgM

anticuerpo anti-IgM
humana conjugado con
HRP en una matriz tampén
con conservantes

1 vial B-GCO-

w11 ml ELM Listo para usar
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Precauciones de seguridad

e EIl calibrador y los controles de este kit contienen
componentes de origen humano. Aunque las pruebas de
VHB, VHC y VIH 1/2 hayan dado resultado negativo, los
controles deben manipularse como si pudiesen transmitir
infecciones y de acuerdo con las practicas correctas de

laboratorio (PCL), adoptando las precauciones
adecuadas.
e Este kit contiene componentes clasificados de

conformidad con el Reglamento (CE) n.° 1272/2008:

- La solucion de parada contiene acido sulfarico (conc.
2,5-5%), por lo que los reactivos pueden causar
irritacion cutanea (H315) o irritacidn ocular grave
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(H319) y pueden ser corrosivos para los metales
(H290).

- El calibrador, los controles y los marcadores
enzimaticos contienen clorhidrato de 2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (conc. = 0,0015%), por lo que los
reactivos pueden causar reacciones cutaneas
alérgicas (H317).

- El tampén de incubacién y el tampdén de lavado
contienen sulfato de gentamicina, por lo que los
reactivos pueden causar una reaccién cutanea
alérgica (H317).

e Evitar el contacto de los reactivos con la piel, los ojos o
las mucosas. En caso de contacto, enjuagar
inmediatamente con abundante agua; de lo contrario,
pueden producirse irritaciones/ quemaduras.

e Los reactivos y los productos quimicos deben tratarse
como residuos peligrosos conforme a las normas
nacionales de seguridad sobre riesgos biolégicos.

Precauciones técnicas

e Leer atentamente las instrucciones antes de realizar la
prueba. El resultado de la prueba se vera comprometido
si los reactivos se diluyen, modifican o conservan
incorrectamente en condiciones distintas a las detalladas
en estas instrucciones de uso.

Procedimiento ELISA

Temperatura de los reactivos

e Preparar los reactivos antes de iniciar el procedimiento
de ensayo. Pasos 3-9: Los reactivos utilizados en los
pasos 3-9 deben estar frios (2-8 °C) y mantenerse frios
durante el pipeteado y el lavado. Recomendacion:
Preparar el tampodn de lavado el dia antes de realizar el
ensayo y dejarlo en la nevera hasta el dia siguiente.

e Realizar todos los pasos de lavado con tampén de
lavado frio (2-8 °C).

e Atemperar el sustrato TMB y la soluciéon de parada a
temperatura ambiente (18-28 °C) al inicio del
procedimiento de ensayo.

Pasos de lavado

e Los pasos de lavado 3, 6 y 9 son cruciales para eliminar
los residuos resultantes del proceso de produccion y/o
los anticuerpos potencialmente no unidos en los pocillos.

e Se recomienda encarecidamente un lavador automatico
que funcione en «modo placay, es decir, cada paso del
proceso (dispensacion/aspiraciéon) se lleva a cabo en
todas las tiras, secuencialmente, antes de que el
instrumento continue con el siguiente ciclo de lavado.

e Comprobar que todos los pocillos estén completamente
vacios después del ultimo ciclo de lavado.

Incubacién con el sustrato

e Paso 11: Agitar las placas de microtitulacion durante la
incubacion con el sustrato. Segun el modelo de agitador
de placas, recomendamos 400-600 rpm. La solucién
debe moverse en los pocillos sin derramarse.

Componentes del kit

e No usar los componentes después de la fecha de
caducidad impresa en las etiquetas.

e No mezclar reactivos de lotes diferentes.
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e Deben extremarse las precauciones para evitar la
contaminacion cruzada entre reactivos y muestras o
entre pocillos.

¢ Los micropocillos no pueden ser reutilizados.

RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

El procedimiento requiere <0,1 mL de sangre o <50 uL de
suero, respectivamente.

Recoger la sangre en tubos de venopuncion simples sin
aditivos y evitar la hemdlisis. Preparar el suero conforme a
las instrucciones del fabricante. Decantar el suero.

Las muestras de suero se pueden conservar a 2-8 °C
durante hasta ocho semanas, a 28 °C durante hasta una
semana y a <-20 °C durante 16 semanas. Las muestras
congeladas deben descongelarse y mezclarse bien
mediante agitacion suave o inversion antes de su uso.
Recomendamos preparar alicuotas de las muestras de
suero antes de congelarlas para evitar ciclos repetidos de
congelacién/descongelacion.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Nota: Atemperar la solucion de sustrato TMB a temperatura
ambiente (18-28 °C).

1. Diluir las muestras en proporcion 1:50 con tampén de
incubacion. Utilizar, por ejemplo, 10 pL de suero + 490 pL
de tampdn de incubacion jfrio! (2-8 °C). Mezclar bien
mediante agitacion vorticial y dejar tanto las muestras
diluidas como el calibrador y los controles reconstituidos a
2-8 °C durante 30 minutos antes de proceder al pipeteo.

2. Preparar un marco de placas con un numero de tiras
suficiente para analizar los calibradores, controles y
muestras necesarios. Retirar las tiras sobrantes del
marco y volver a cerrarlas inmediatamente en la bolsa de
aluminio junto con los paquetes de desecante.
Conservar en refrigeracion.

Nota: En los pasos de 3 a 9 utilizar reactivos frios.

3. Lavar los pocillos dos veces utilizando como minimo
300 pL de tampdn de lavado jfrio! (2-8 °C) por pocillo.
Vaciar los pocillos y golpear firmemente la placa sobre
papel secante para eliminar completamente el liquido
restante.

300 L de tampon de

m lavado jfrio!

— vaciar y golpear

lavar 2 x

Nota: Pase inmediatamente a los pasos siguientes.
Deteccion del isotipo IgG:

4a.Pipetear 100 uL del calibrador en el pocillo A1 (consultar
la figura 1a).
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4b.Pipetear 100 uL de control medio en el pocillo B1, de
control bajo en el pocillo C1 y de control negativo en el
pocillo D1 (consultar la figura 1a).

4c.Pipetear 100 uL de la muestra diluida 1 en el pocillo E1
(consultar la figura 1a).

4d. Pipetear 100 pL de la muestra diluida 2 en el pocillo F1
(consultar la figura 1a).

4e.Pipetear 100 yL de las muestras diluidas x a y en pocillos
sucesivos (consultar la figura 1a).

Deteccién del isotipo IgM
4f. Repetir los pasos 4a a 4e utilizando pocillos sucesivos.

Nota: El calibrador y los controles deben ensayarse por
separado para los isotipos IgG e IgM. Si se utilizan mas de
3 tiras por ejecucién, recomendamos ensayar el calibrador
y los controles por duplicado. Ver el esquema de pipeteado
alternativo que se ofrece en la figura 1b.

5. Cubrir la placa con una pelicula de sellado e incubar
durante 2 horas (5 min) a 2-8 °C (no agitar la placa).

6. Retirar la pelicula de sellado. Vaciar los pocillos y lavar
tres veces utilizando como minimo 300 uL de tampdn de
lavado jfrio! (2-8 °C) por pocillo. Vaciar los pocillos y
golpear firmemente la placa sobre papel secante para
eliminar completamente el tampdn de lavado restante.

100 pL de calibrador/ (-l ;
100 pL de controles/
100 pL de muestras

lavar 3 x
vaciar y golpear 1 x

7. Afadir 100 pL de bien el marcador enzimatico de IgG o
el de IgM a los pocillos respectivos (consultar la figura
1).
8. Cubrir la placa con una pelicula de sellado e incubar
durante 2 horas (5 min) a 2-8 °C (no agitar la placa).

9. Retirar la pelicula de sellado. Vaciar los pocillos y lavar
tres veces utilizando como minimo 300 pL de tampodn
de lavado jfrio! (2-8 °C) por pocillo. Vaciar los pocillos y
golpear firmemente la placa sobre papel secante.

100 pL del marcador @
enzimatico de IgG o

100 pL ddel marcador 2h
@ 2-8 °C

enzimatico de IgM

lavar 3 x
vaciar y golpear 1x

10. Anadir 100 yL de solucion de sustrato TMB
(atemperada a temperatura ambiente) a cada pocillo.

11. Cubrir la placa con una pelicula de sellado, proteger la
placa de la luz e incubar a 18-28 °C en un agitador de
placas a 400-600 rpm durante 30 + 2 minutos.
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&

30 min.

100 uL de solucioén de
sustrato TMB

D
1N

¢

)
agitar a 400-600 rpm
12. Anadir 100 ul de solucién de parada a todos los pocillos.
Eliminar las burbujas de aire con la punta de una pipeta.
Proceder al paso 13 antes de que transcurran 30
minutos.

13. Leer la absorbancia a 450 nm en un lector de placas de
microtitulacion.

100 pL de solucién de parada @

antes de 30 min.
—_

leer la absorbancia a 450 nm

CONTROL DE CALIDAD

Para usar correctamente el producto, es necesario entender
a fondo estas instrucciones de uso. Solo se obtendran
resultados fiables aplicando técnicas precisas de laboratorio
y siguiendo exactamente estas instrucciones de uso.

El kit de anti-GM1 Antibodies ELISA kit incluye tres
controles: negativo, bajo y medio. Los controles tienen
intervalos de valores establecidos (% Ratio), que se indican
en la ficha de datos de control de calidad suministrada con
cada kit. Las mediciones de los controles deben estar dentro
de los intervalos de valor indicados para obtener resultados
validos.

Ademas de los controles del kit, recomendamos usar
muestras combinadas de suero para un control de calidad
interno.

Se recomienda un valor de DOassonm de como minimo 1,2
para el calibrador.

Las caracteristicas de rendimiento deben estar dentro de los
limites establecidos. Si el resultado del ensayo esta fuera de
los limites establecidos y mediante la repeticién se han
excluido errores de ejecucion, comprobar los siguientes
aspectos: i) control de la temperatura (los reactivos
utilizados en el paso 3-9 se deben mantener a 2-8 °C) ii)
precision de los termdédmetros, dispositivos de pipeteo y
cronometraje; iii) ajustes del lector ELISA; iv) fechas de
caducidad de los reactivos; v) condiciones de conservacion
e incubacion; vi) color de la solucién de sustrato TMB (debe
ser incolora); vii) pureza del agua; viii) métodos de
aspiracion y lavado.

anti-GM1 Antibodies ELISA



ESTANDARIZACION Y TRAZABILIDAD
METROLOGICA

No existen materiales de referencia ni procedimientos de
referencia reconocidos a nivel nacional o internacional para
la medicidon de antigangliésidos en muestras de suero. El
ensayo anti-GM1 Antibodies ELISA ha sido estandarizado
con respecto a un material de referencia interno. Los valores
de calibrador se asignan con arreglo a un protocolo de
transferencia de valores (ref. 1), a fin de garantizar la
trazabilidad metroldgica, y se indican en unidades arbitrarias
de relacién porcentual ("% Ratio").

El intervalo de confianza al 95% de la incertidumbre
combinada de los calibradores del producto se determiné
como del 29,3% para anticuerpos IgG y del 37,6% para
anticuerpos IgM.

anticuerpos anti-GM1 en donantes de sangre normales se
clasificd en categorias de titulo: negativo (<30% Ratio),
zona gris (30-50% Ratio) y positivo (>50% Ratio). Los
resultados se resumen en la tabla 6. El valor de corte para
la positividad es del 50% Ratio.

CALCULO DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO

1. Registrar la absorbancia (DO) a 450 nm de cada pocillo
(calibrador, controles y muestras).

2. Si se han realizado varias mediciones de calibrador y
control, promediar los valores.

Los resultados se expresan como relacién entre la
absorbancia de las muestras y la absorbancia (promediada)
del calibrador.

absorbancia de muestras o controles
x 100

% Ratio: . _
absorbancia del calibrador

La mayoria de los lectores de microplacas disponen de
programas para calcular los resultados como relacién
porcentual.

Nota: Los resultados que se presentan en las tabla 5 son
efemplos que se facilitan con fines de demostracion
Unicamente.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

IgG o IgM
o .
Gangli6sido Valores (% Ratio)
<30 30-50 >50
GD1b Repetir la
GQ1b Negativo prueba mas | Positivo
M1 adelante

Tabla 3

Los resultados de las pruebas deben interpretarse en el
contexto de la informacién disponible de la evaluacion
clinica del paciente y otros procedimientos diagnédsticos.

LIMITACIONES

¢ Resultados altos de relacion porcentual (> 100% Ratio)
para gangliésidos individuales pueden dar lugar a
reactividad cruzada con otros gangliésidos en la misma
muestra. La reactividad cruzada suele manifestarse
como una variacion interensayo elevada. La
interpretacion de los resultados debe hacerse por tanto
Unicamente en consulta con un experto/especialista.

e Debido a la polirreactividad de los anticuerpos
autoinmunes y sus diferencias geograficas de
prevalencia, los resultados del ensayo se deben utilizar
Unicamente para respaldar la interpretacion clinica de la
neuropatia hecha por un experto/especialista junto con
el cuadro clinico del paciente (ref. 2).

e Esta prueba no se ha validado para muestras de
plasmaféresis.

e Las inmunoglobulinas intravenosas (IglV)
afectar a los resultados de la prueba.

pueden

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Precision intralaboratorio: 6,8 — 12,9% CV

La precisién intralaboratorio se determiné segun la norma
EP05-A3 del CLSI utilizando el disefio de estudio
estandarizado de 20 dias x 2 ejecuciones x 2 réplicas. Se
ensayaron tres (3) muestras de suero combinado de
pacientes. Los resultados se resumen en la tabla 7.

Reproducibilidad: 7,7 - 16,1% CV

La reproducibilidad se determin6 segun la norma EP05-A3
del CLSI utilizando un disefio de estudio de 3
instrumentos/lotes/operadores x 5 dias x 5 réplicas. Se
ensayaron tres (3) muestras de suero combinado de
pacientes. Los resultados se resumen en la tabla 8.

Limite del blanco (LB) < limite de deteccién (LD): <30%
Ratio

ElI LBy el LD se determinaron segun la norma EP17-A2 del
CLSI utilizando el analisis no paramétrico. Los resultados se
resumen en la tabla 9.

Efecto gancho a dosis altas

No se observd ninguna limitacion del rango de medicion
debida a un efecto gancho a dosis altas.

Reactividad cruzada

No se observd ninguna reactividad cruzada sistematica
entre muestras de pacientes con distintas enfermedades
autoinmunes (tabla 10) o de pacientes con otros trastornos
neurolégicos (tabla 11).

INTERVALOS DE REFERENCIA Y PUNTOS DE
CORTE

El intervalo de referencia del ensayo anti-GM1 Antibodies
ELISA se establecié segun la norma C28-A3 del CLSI
utilizando 120 muestras de suero de personas que se
autodeclararon sanas. La frecuencia de distribucion de
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RENDIMIENTO CLINICO

El rendimiento clinico se evalu6 mediante un anélisis
descriptivo de la bibliografia en revistas cientificas con
revision por pares. Cuatro (4) estudios abordaban el
rendimiento clinico del ensayo Anti-GM1 Antibodies ELISA
en el diagnéstico de neuropatias periféricas autoinmunes
(ref. 3-6). Los resultados del analisis y los detalles de los
estudios se ofrecen en la tabla4 y la tabla12
respectivamente.

anti-GM1 Antibodies ELISA



N° de neuropatias 148 (102 SGB pediatricos, 14 PDIC, 32
periféricas SGB)

N° de controles 341 (70 CNN, 142 CN, 129 CS)

Sensibilidad, media (IC al | 48,7% (27,9 — 69,5%)
95%)

Especificidad, media (IC al | 77,8% (60,9 — 94,7%)
95%)

Tabla 4
SGB: sindrome de Guillain-Barré; PDIC: polineuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica; CNN: control con enfermedad
no neurolégica; CN: control con enfermedad neuroldgica; CS:
control sano; IC: intervalo de confianza

SUSTANCIAS INTERFERENTES

La susceptibilidad del ensayo a farmacos orales e
inyectables, asi como a sustancias enddgenas, se evaluo
segun la norma EP07-A3 del CLSI. Cualquier sesgo en los
resultados = + 20% Ratio se considerd una interferencia.

No se detectaron interferencias con las sustancias
siguientes hasta las concentraciones indicadas:
inmunoglobulina  intravenosa (20 mg/mL), rituximab
(3 mg/mL), cladribina (273 ng/mL), interferon alfa-2a
49,5 ng/mL), gabapentina (26,7 ug/mL), ibuprofeno
0,22 mg/mL), clorambucilo (1,96 uyg/mL), prednisona
99 ng/mL), prednisolona (1,2 ug/mL), factor reumatoide
2340 Ul/mL), hemoglobina (10 mg/mL), hemolizado
10 mg/mL), ftriglicérido (15 mg/mL), bilirrubina conjugada
20 pg/mL), bilirrubina no conjugada (150 pg/mL).

Py
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TABLAS Y FIGURAS

Ejemplos de configuraciones de la placa de

microtitulacién para medir los isotipos IgG e IgM de

4 muestras (figura 1a) o 36 muestras (figura 1b)
19G IgM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1M 12

Calibrator CAL | CAL A
CTR [CTR
Control Med | Med B
Gortial (IZ_TRLCTRL c
ow | Low
Control ?\‘LZLCJ;L D
GM1 111 E
GM1 2] 2 E
GM1 3|3 G
GM1 4| a H
Figura 1a
19G IgM
I ) \ ) 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL
Calibrator & il Low s Low CAL Low CAL Low CAL Low S Low 2
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRL CTRL|CTRLCTRL CTRLCTRL CTRLCTRL g
Med | Neg | Med | Neg Med |Neg ' Med | Neg | Med |Neg | Med | Neg
GM1 1|7 |13|19)|25|31) 2|7 |23|29fj25]31|C
GM1 218 |14)20]26|32) 2|8 |14a|20]|26]|32|D
GM1 3|19 |45])21]27|33) 3|9 |15]|21]27|33|E
GM1 4110]16|22|28|34| 4|10|16|22|28|34|F
GM1 511117232935 5 |11|27]|23|29]|35|6G
GM1 6 |12|118|24|30|36) 6 |12|18|24|30|36|H
Figura 1b
Ejemplo de resultados
Marcador enzimatico Absorbancia Ratio
(DO450) [%]
B-GCO-ELG/ IgG IgM IgG IgM
B-GCO-ELM
Calibrador 2,397 2,269
2,449 2,343
Calibrador promediado | 2,423 2,306 100,0 100,0
Control medio 1,612 1,583 67 69
1,543 1,658 64 72
Control medio 1,577 1,620 65 70
promediado
Control bajo 0,694 0,805 29 35
0,714 0,817 29 35
Control bajo 0,704 0,811 29 35
promediado
Control negativo 0,055 0,091 2 4
0,064 0,090 3 4
Control negativo 0,059 0,090 2 4
promediado
Muestra 1 0,783 2,197 32 95
0,802 1,988 33 86
GM1 0,793 2,095 33 91
Tabla 5
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Intervalo de referencia

Porcentajes de donantes | Limite de
Marcador | de sangre normales en referencia
enzimatic | cada categoria
o (isotipo) | >50 (ICal >50
(isetipe) %Ratio 90%)  %Ratio | IC 3 90%)
Anticuerpo | IgG 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8)
anti-GM1_ | IgM 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 — 40,3)

Precision intralaboratorio

Tabla 6

Descripcién de la muestra Precision intralaboratorio
Analito | enaimatico | asperada | N | Media | DE | cv
(isotipo) | [%Ratio] ° ° 4
IaM 30-50 80 48 3,5 7,2
Anticuerpo 9 >50 80 91 6,2 6,8
anti-GM1 0G 30-50 |80 40 5,1 12,9
9 >50 |80 106 131 | 12,4
Tabla 7
Reproducibilidad
Descripcion de la muestra Reproducibilidad
Marcador | Categoria .
Analito | enzimatico | esperada | N [,yl I::tlia:) 1| 1% gaEtio] [(3/\’]
(isotipo) | [%Ratio] ° ° 4
laM 30-50 75 51 4,9 9,7
Anti- 9 >50 |75| 94 7.2 7,7
cuerpo
anti-GM1 G 30-50 |75 39 5,6 14,5
g 550 |75| 106 171 | 161
Tabla 8
LDyLB
zn"azricr:gg;o F’? BRatio] F’? I?Qatio]
(isotipo) ° °
Anticuerpo | IgM 5 21
GM1 lgG 6 15
Tabla 9
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TABLAS Y FIGURAS

Reactividad cruzada

Anticuerpo asignado Diagnéstico #
. . S Vasculitis 3
Anticuerpos anticitoplasmicos Otros (muestras positivas
de neutrofilos (ANCA) por ANCA)) 10
Lupus eritematoso 5
sistémico
Anticuerpos antinucleares Artritis reumatoide 9
(ANA) Sindrome de Sjogren 6
Otros (muestras positivas 3
por ANA)
Ant|F:uerpos antitiroglobulina Tiroiditis autoinmune 5
(anti-Tg)
Anticuerpos Enfermedad mixta del 1
antirribonucleoproteina tejido conjuntivo
Anti-GQ1b, anti-GM1, anti- Neuropatias periféricas
) 1
GD1b autoinmunes
Anticuerpos anti receptor de
acetilcolina y anti tirosina- Miastenia grave 7
cinasa especifica del musculo
Tabla 10
Neuropatias periféricas #
Alcohdlica 1
Diabética 5
Trastornos que imitan neuropatias periféricas #
Esclerosis lateral amiotrofica (ELA) 15
Sarcoidosis 4
Macroglobulinemia de Waldenstrém (MW) 4
Enfermedad de Chagas 5
Tabla 11
Rendimiento clinico
Estudio Controles | Controles | Epitopo | Sensi- | Especi-
positivos negativos bilidad | ficidad
(casos)
Hashemilar | SGB CNN GM1 0,51 0,89
et al.,, 2014 | pediatrico (n=35)
(n =45)
Sharmaet | SGB CN GM1 0,82 0,33
al., 2011 pediatrico (n=42)
(n=57)
CNN 0,83
(n=35)
Khandelwal | SGB CS GM1 0,31 0,74
etal.,, 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von SGB, CN GM1 0,30 0,93
Allmen et PDIC (n=100)
al., 1998 (n=19,
CS 0,95
14)
(n=110)
Tabla 12

SGB: sindrome de Guillain-Barré; CNN:

control con enfermedad no

neurolégica; CN: control con enfermedad neurolégica; CS: control sano;
PDIC: polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica
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PROTOCOLO BREVE

anti-GM1 Antibodies ELISA

Placa de microtitulacidon previamente recubierta

S

A 4

lavar 2 veces con 2300 uL de tampdn de lavado (jfrio!)

100 pL de calibrador, controles o
muestras de suero (1:50)

S

\ 4

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

lavar 3 veces con 2300 uL de tampén de lavado (jfrio!)

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

' S

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

lavar 3 veces con 2300 uL de tampdn de lavado (jfrio!)

afnadir 100 pL del sustrato TMB (ja temperatura ambiente!)

S

v

incubar durante 30 minutos (+2 minutos) a 18-28 °C
en un agitador de placas a ~400-600 rom

afnadir 100 pL de solucidon de parada (ja temperatura ambiente!)

=) |eer la absorbancia a 450 nm (en un plazo maximo de 30 minutos)

TIEMPO HASTA EL RESULTADO: 4,5 HORAS

Fecha de liberacién: 2023-08-17 10/12
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REGISTRO DE LOS CAMBIOS

Fecha Version Cambios

Modificacion del Uso previsto y del nombre del producto

Nueva redaccion del apartado Principio del ensayo con categorias de titulo negativo,
zona gris y positivo

Nuevas estabilidades durante el periodo de uso de los reactivos

Actualizacién del apartado Advertencias y precauciones

Revision de los apartados Recogida y conservacion de las muestras, Procedimiento
del ensayo, y Estandarizacion y trazabilidad metrolégica

2023-08-17 A2 Nueva redaccién del apartado Control de calidad

Actualizacién del apartado Limitaciones

Revisién de los apartados Intervalos de referencia y puntos de corte, Caracteristicas
del rendimiento, y Sustancias interferentes

Introduccion del apartado Resultados clinicos

Revisién de los apartados Referencias y Simbolos

Inclusion del numero de organismo notificado en el marcado CE - procedimiento de
evaluacion de la conformidad segun el IVDR 2017/746

NOTIFICACION DE INCIDENTES EN LOS ESTADOS MIEMBROS DE LA UE

Si se ha producido algun incidente grave en relacién con este dispositivo, informe inmediatamente al fabricante y a la
autoridad competente de su Estado miembro.

DANOS DURANTE EL TRANSPORTE

Notificar al distribuidor si este producto se ha recibido danado.
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SIMBOLOS

BUHLMANN utiliza los simbolos y signos enumerados y descritos en la norma 1SO 15223-1. Ademas, se utilizan los
siguientes simbolos y signos:

Simbolo

Explicacién

Placa de microtitulaciéon

IBUFIWASH]|10X]

Concentrado de tampon de lavado (10x)

BUF|INC Tampon de incubacion
CAL Calibrador
CONTROL]-} Control negativo
Control bajo
Control medio

Marcador enzimatico IgG

Marcador enzimatico IgM

Sustrato de TMB

Solucién de parada

Fecha de liberacién: 2023-08-17
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