I)O BUHLMANN

anti-MAG Antibodies ELISA

L 4
MAG = GIiI\N wigzana z mieling

Do diagnostyki in vitro

\ 4

N

EK-MAG 96 testow

Data wydania: 2023-05-31
Wersja A2

“ Producent

BUHLMANN Laboratories AG
Baselstrasse 55

4124 Schénenbuch, Szwajcaria
Tel.: +41 61 487 12 12

Fax: +41 61 487 12 34
info@buhlmannlabs.ch



POLSKI

PRZEZNACZENIE

Anti-MAG Antibodies ELISA jest testem diagnostycznym
in vitro do pétiloSciowego oznaczania przeciwciat IgM
anty-MAG w probkach ludzkiej surowicy. Test stuzy jako
pomoc w diagnozowaniu neuropatii anty-MAG w
potaczeniu  z innymi  wynikami  klinicznymi i
laboratoryjnymi.

Tylko do uzytku laboratoryjnego.

ZASADA DZIALANIA TESTU

Test anti-MAG Antibodies ELISA pozwala na pomiar
przeciwciat IgM przeciwko glikoproteinie zwigzanej z
mieling (MAG) w surowicy za pomocg testu ELISA typu
“kanapkowego”. Plytka do mikromiareczkowania jest
pokryta oczyszczonym MAG z Iludzkiego médzgu.
Surowice pacjentdéw, kontrole i kalibratory sg dodawane
do studzienek ptytki do mikromiareczkowania. Po 2
godzinach inkubacji w temperaturze 2-8 °C i etapach
przemywania, przeciwciato detekcyjne skoniugowane z
peroksydazg chrzanowg (HRP) wykrywa przeciwciata
anty-MAG zwigzane z ludzkim MAG na ptytce. Po
kolejnych 2 godzinach inkubaciji i dalszym przemywaniu,
dodaje sie chromogeniczny substrat HRP,
tetrametylobenzydyne (TMB), (tworzenie sie niebieskiego
zabarwienia), po czym nastepuje zatrzymanie reakc;ji
(zmiana koloru na zétty). Absorpcje mierzy sie przy
450 nm.

Poziom przeciwciat anty-MAG jest okreslany za pomoca
krzywej kalibracyjnej wygenerowanej na podstawje
zmierzonych wartosci kalibratora i jest wyrazany |
jednostka miana BUHLMANN (BTU).

DOSTARCZONE ODCZYNNIKI I ICH
PRZYGOTOWANIE

Odczynniki llos¢ l&
Ptytka do
mikromiareczkowania 12 x 8-

) dotkowe .
96 studzienek paski z B-MAG-M
optaszczonych ludzkim ramka
MAG

i . Gotowe do
Folia do ptytek 3sztuki |- uzycia
Rozcienczy¢ z
1 butelk
K:l’j .:;ezga; ';’;‘;:’(; u 1; Oe i B-MAG-WB | 900 mL wody
P aceg X m dejonizowanej
Bt'lfor |nkL.|bacy]ny 1 butelka S MAGE Gotowy do
zsrodkami x 100 mL uzycia
konserwujgcymi
Kalibrat d A do D'
altbratory od A do Dodaé 1 mL

zliofilizowane ze L B-MAG-
<rodkami 4 fiolki CASET buforu
srodkami. . inkubacyjnego
konserwujgcymi
Kontrola Niska i

2 ,
W.ys.c.>ka o B-MAG- Doda¢ 1 mL
zliofilizowane ze 2 fiolki buforu
. . CONSET . )
Ssrodkami inkubacyjnego
konserwujgcymi
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Odczynniki llosé Kod Rekonstytucja
Oznakowany enzym
IgM
anty-ludzkie _ Gotowy do
przeciwciato IgM 1 fiolka B-MAG-ELM | Y&vcia
skoniugowane z HRP w | x 11 mL Niebieski
matrycy buforowej ze roztwor
Srodkami
konserwujgcymi
Substrat TMB )

1 fiolka Gotowy do

B-TMB
TMB w buforze X 11 mL uzycia
cytrynianowym
Roztwor zatrzymujacy 1 fiolka Gotowy do
reakcje 11 mL B-STS uzycia
0.25 M kwas siarkowy xm Srodek zracy
Tabela 1

" Po rekonstytugji kalibratory A, B, C i D zawierajg odpowiednio 70000,
15000, 3000 i 1000 jednostek miana BUHLMANN (BTU) przeciwciat
anty-MAG.

2 Kontrole zawierajg specyficzne dla partii ilosci przeciwciat anty-MAG.
Rzeczywiste poziomy znajdujg sie w dodatkowym arkuszu danych
QcC.

PRZECHG ANIE | TRWALOSC

ODCZYNNI

Niezuzyte stripy natychmiast wiozy¢ z
powrotem do torebki foliowej zawierajgce;j
saszetki ze srodkiem osuszajgcym i ponownie
szczelnie zamkna¢ wzdiuz catej krawedzi
torebki.

Przechowywa¢ do 5 miesiecy w temperaturze
2-8 °C.

Rozcienczony bufor

ptuczacy

Bufor inkubacyjny Przechowywaé do 5 miesiecy w temperaturze

Oznakowany enzym 2-8°C.

IgM

Substrat TMB

Kontrole Po rekonstytucji rozporcjowac i
przechowywaé w temperaturze <-20 °C.

Kalibratory Przechowywa¢ do 5 miesiecy w temperaturze
<-20°C.

Roztwdr zatrzymujgcy| Przechowywac do 5 miesiecy w temperaturze

reakcje 18-28 °C.

Tabela 2
" Rekonstytuowane kalibratory i kontrole mogg by¢ poddane trzem
cyklom zamrazania i rozmrazania w ciggu 5 miesiecy.

NIEZBEDNE MATERIALY, KTORE NIE ZOSTALY
DOSTARCZONE

o Automatyczne pipety z jednorazowymi kohcdwkami:
10 pL, 20 pL, 100 pL i 1000 pL

e Jednorazowe probdwki polistyrenowe lub
polipropylenowe do przygotowywania rozciehczen
prébek

e 1000 mL cylinder do rozcienczania buforu ptuczacego
e Ptuczka do ptytek do mikromiareczkowania

o Bibuta matujgca

o Wytrzgsarka do ptytek do mikromiareczkowania
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e Czytnik ptytek do mikromiareczkowania do pomiaru
absorbancji przy 450 nm.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki ostroznosci

o Kalibratory, kontrole i ptytka do mikromiareczkowania
tego zestawu zawierajg skfadniki pochodzenia
ludzkiego. Chociaz testy na obecno$¢ HBV, HCV i
HIV1/2 daty wynik ujemny, to z odczynnikami nalezy
obchodzi¢ sie tak, jakby byly zdolne do przenoszenia
infekcji, czyli zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej (GLP), stosujgc odpowiednie $rodki
ostroznosci.

e Zestaw zawiera skitadniki sklasyfikowane zgodnie z
rozporzgdzeniem (WE) nr 1272/2008:

- Roztwor zatrzymujgcy reakcje zawiera kwas
siarkowy (stez. 2,5 — 5%), w zwigzku z tym,
odczynniki mogg wywotywaé podraznienie skoéry
(H315), silne podraznienie oczu (H319), i moga
powodowacé korozje metali (H290).

- Kalibratory i kontrole zawierajg siarczan
gentamycyny (proszek), w zwigzku z tym,
odczynniki mogg powodowac reakcje alergiczne
skory (H317) i objawy alergii lub astmy Ilub
trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania
(H334). Zawierajg tiomersal (proszek), dlatego
odczynnik jest smiertelny w przypadku potkniecia,
kontaktu ze skorg lub w przypadku wdychania

(H300+H310+H330).
- Bufor inkubacyjny i bufor pluczacy zawierajg
Triton™ X-100 (eter tert-oktylofenylowy glik

polietylenowego, stez. < 1%), dlatego odczynniki
powodujg powazne podraznienia oczu (H319).

- Oznakowany enzym zawiera Triton™ X-1
tert-oktylofenylowy glikolu polietyle
< 1%), dlatego odczynniki po
podraznienia oczu (H399).
gentamycyny (stez. < 1%)
odczynniki mogg powodowaé
skory (H317).

e Unika¢ kontaktu odczynnikdw ze skorg, oczami lub
btonami  Sluzowymi. W  przypadku kontaktu,
natychmiast przemy¢ narazone miejsce duzg iloscig
wody; w przeciwnym razie moze dojs¢ do
podraznienia/oparzen.

e Odczynniki i chemikalia nalezy traktowaé jako odpady
niebezpieczne zgodnie z krajowymi wytycznymi lub
przepisami dotyczacymi bezpieczenstwa
biologicznego.

Techniczne srodki ostroznosci

e Nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg przed wykonaniem
testu. Niewtasciwe rozcienczanie, modyfikowanie lub
przechowywanie odczynnikbw w warunkach innych
niz opisane w niniejszej instrukcji bedzie miato
negatywny wplyw na wydajnos¢ testu.

Procedura testu ELISA

Temperatura odczynnikow

e Nalezy przygotowa¢ odczynniki przed rozpoczeciem
procedury oznaczania. Etapy 3-9: Odczynniki uzyte w
etapach 3-9 muszg by¢ zimne (2-8 °C) i utrzymywane
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w niskiej temperaturze podczas pipetowania i
ptukania. Zalecenie: Przygotowaé bufor pluczgcy
dzien przed wykonaniem testu i zostawi¢ na noc w
lodéwce.

o Wszystkie etapy pilukania wykonaé za pomocg
zimnego (2-8 °C) buforu ptuczacego.

e Substrat TMB i roztwdr zatrzymujgcy reakcje
doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (18-28 °C) na
poczatku procedury oznaczania.

Etapy ptukania

o Etapy ptukania 3, 6 i 9 sg kluczowe dla usuniecia
pozostatosci  powstatych w  wyniku  procesu
produkcyjnego illub  potencjalnie niezwigzanych
przeciwciat w studzienkach.

e Zdecydowanie =zaleca sie automatyczng myjke
dziatajgcg w ftrybie “plate mode”, tj. kazdy etap
procesu (dozowanie/zasysanie) jest wykonywany na
wszystkich paskach, sekwencyjnie, zanim urzadzenie
przejdzie do nastepnego cyklu ptukania.

Nalezy upewni¢ sie, ze wszystkie studzienki sg

inkubacji z substratem nalezy
p» do mikromiareczkowania. W

datkowe rozcienczanie prébek

ki przekraczajgce 70'000  BTU moga by¢

zcienczone do analitycznego zakresu pomiarowego

(>1000 BTU, <70’000 BTU). Nalezy uzy¢ buforu

inkubacyjnego do rozciehczenia prébek surowicy.

Elementy zestawu

e Skiadnikébw nie wolno uzywaé po uptywie daty
waznosci wydrukowanej na opakowaniu.

¢ Nie miesza¢ odczynnikéw o réoznych numerach partii.

o Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby nie doszto do

zanieczyszczenia krzyzowego miedzy odczynnikami,
probkami lub miedzy studzienkami.

¢ Mikrostudzienki nie mogg by¢ uzyte ponownie.

POBIERANIE PROBEK | ICH PRZECHOWYWANIE

Procedura wymaga odpowiednio <0,1 mL krwi Ilub
<50 pL surowicy.
W celu unikniecia hemolizy, pobra¢ krew do zwyktych

probéwek bez zadnych dodatkéw. Przygotowaé surowice

zgodnie z zaleceniami producenta. Zdekantowac
surowice.
Probki  surowicy mogg byé przechowywane w

temperaturze 2-8 °C do 16 dni lub w temperaturze -20 °C
do 12 miesiecy. Zamrozone probki nalezy przed uzyciem
rozmrozi¢ i doktadnie wymieszaé poprzez delikatne
obracanie lub odwracanie.

Zaleca sie rozporcjowanie prébek surowicy przed
zamrozeniem w celu unikniecia powtarzajgcych sie cykli
zamrazania/rozmrazania.

anti-MAG Antibodies ELISA



PROCEDURA WYKONANIA TESTU

Uwaga: Zréwnowazy¢ roztwér substratu TMB do

temperatury pokojowej (18-28 °C).

1. Rozcienczy¢ probki 1:1000 z buforem inkubacyjnym.
Nalezy uzy¢ np. 2 yL surowicy + 2000 pyL zimnego!
(2-8 °C) buforu inkubacyjnego. Doktadnie wymieszaé
przez worteksowanie i pozostawi¢ rozcienczone
probki, jak roéwniez rekonstytuowane kalibratory i
kontrole w temperaturze 2-8 °C na 30 minut przed
pipetowaniem. (nalezy odnies¢ sie do etapdéw 4a - c).

2. Przygotowa¢ ramke plytki z wystarczajgcg iloscig
paskow do przetestowania wymaganej liczby
kalibratoréw, kontroli i prébek. Usunga¢ nadmiar
paskow z ramki i bezzwtocznie zamknaé je ponownie
w torebce foliowej wraz ze srodkiem pochtaniajgcym
wilgo¢. Przechowywaé w warunkach chtodniczych

Uwaga: W etapach 3 do 9 uzy¢ zimnych odczynnikow.

3. Przeptukaé studzienki cztery razy przy uzyciu co
najmniej 300 pL zimnego! (2-8 °C) buforu ptuczacego
na studzienke. Oproznic¢ studzienki i postukaé mocno
ptytkg w bibute, aby usungc¢ catkowicie pozostaty ptyn.

W 300 L zimnego!

m buforu ptuczgcego

— opréznié i

postukaé

4 x plukanie

Uwaga: Natychmiast przejs$c¢ do kolejnych etapow.

4a.Odpipetowa¢ 100 yL buforu inkubacyjnego (sle
préba) w dwdch powtdrzeniach i

Odpipetowa¢ 100 yL kalibratorow A-
powtdrzeniach do odpowiednich studzi

4b.Odpipetowac¢ po 100 yL ko
dwodch powtdrzeniach do odpowj

4c.Odpipetowac¢ 100 yL kazdej rozc
kolejnych studzienek.

5. Przykry¢ ptytke folig do ptytek i inkub
godziny (5 min) w temperaturze 2-8 °C (nie
wstrzgsacé ptytki).

6. Zdjgc folie z ptytki. Oprézni¢ studzienki i przeptukac
cztery razy przy uzyciu co najmniej 300 uL zimnego!
(2-8 °C) buforu ptuczacego na studzienke. Oprézni¢
studzienki i mocno stukng¢ ptytkg o bibute w celu
catkowitego pozbycia sie buforu ptuczgcego.

100 pL kalibratora /
100 yL kontroli / 2 h

Wmo uL proby slepej /
100 uL prébek

4 x plukanie
1 x oprozni¢ i postukac

BESESERE BEBEE

f EEEEEEIES |

7. Doda¢ 100 yL znakowanego enzymu IgM do
wszystkich studzienek.

8. Przykry¢ ptytke folia do plytek i inkubowaé przez
2 godziny (x5 min) w temperaturze 2-8 °C (nie
wstrzgsacé ptytka).
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9. Zdjgc¢ folie z ptytki. Oprozni¢ studzienki i przeptukac
cztery razy przy uzyciu co najmniej 300 uL zimnego!
(2-8 °C) buforu ptuczacego na studzienke. Opréznic
studzienki i postuka¢ mocno ptytka w bibute.

<

100 pl znakowanego 2h
enzymu @2-8°C
EEEEE=E (S3: =\
=\ g \ 4 X plukanie
| — - \ P
== \ 1 X opréznié i
E =338%8| ‘ =t=t= ,“\ postukac
Ui | e
10.Doda¢ 100 pL roztworu substratu TMB

(zréwnowazonego do temperatury pokojowej) do
kazdej studzienki.

11.Przykry¢ ptytke folig do plytek, chroni¢ ptytke przed
Swiattem i inkubowaé na wytrzgsarce do ptytek przy
400-600 rpm, w temperaturze 18-28 °C przez 30 2
minuty.

1
wytrzgsanie 400-600 rpm

dac” 100 uL roztworu zatrzymujgcego reakcje do

stkich studzienek. Usung¢ bable powietrza przy

mocy koncéwki od pipety. Przejs¢ do etapu 13 w

ciggu 30 minut.

13.0dczytaé absorbancje przy 450 nm przy uzyciu
czytnika do ptytek.

100 pL roztworu
zatrzymujgcego reakcje @

w ciaggu 30 min.
—_—

i e e

odczytaé absorbancje przy 450 nm

KONTROLA JAKOSCI

Doktadne zrozumienie niniejszej instrukcji jest konieczne
do prawidiowego uzytkowania produktu. Wiarygodne
wyniki mozna uzyskaé tylko przy uzyciu precyzyjnych
technik laboratoryjnych i dokiadnego przestrzegania
niniejszej instrukcji.

Zestaw anti-MAG Antibodies ELISA zawiera dwie
kontrole: kontrole niskg i wysokg. Kontrolom przypisano
zakresy wartosci wskazane w arkuszu danych QC
dostarczonym z kazdym zestawem. Pomiary kontrolne
muszg miesci¢ sie we wskazanych zakresach wartosci,
aby uzyska¢ prawidlowe wyniki. Oprocz kontroli z
zestawu, zaleca sie stosowanie pul surowicy do
wewnetrznej kontroli jakosci.

Odtwarzalno$¢ parametréw krzywej standardowej i
warto$ci kontrolnych powinna miesci¢ sie w ustalonych
granicach  dopuszczalnosci  laboratoryjnej.  Jezeli

anti-MAG Antibodies ELISA



wydajnos¢ testu nie spetnia ustalonych limitéw, a
powtarzalnos¢ wykluczyta btedy techniczne, nalezy
sprawdzi¢ nastepujgce kwestie: i) kontrolowanie
temperatury (odczynniki stosowane w etapach 3-9
przechowywa¢ w temperaturze 2-8 °C) ii) doktadnosc¢
termometrow, pipet i czasomierzy; iii) ustawienia czytnika
ELISA; iv) daty waznosci odczynnikdw v) warunki
przechowywania i inkubaciji; vi) kolor roztworu substratu
TMB (powinien by¢ bezbarwny); vii) czysto$¢ wody; viii)
metody aspiracji i ptukania.

STANDARYZACJA | ZGODNOSC
METROLOGICZNA

Nie ma uznanych na szczeblu miedzynarodowym ani
krajowym materiatow referencyjnych ani referencyjnych
procedur pomiarowych dla przeciwciat anty-MAG w
prébkach surowicy. Zestaw anti-MAG Antibodies ELISA
jest standaryzowany wzgledem wewnetrznie ustalonego
materiatu referencyjnego. Wartosci kalibratoréw i kontroli
sg przypisywane zgodnie z protokotem transferu
wartosci. (ref. 1,2), w celu zagwarantowania spdjnosci
metrologicznej i sg wskazane w jednostkach miana
BUHLMANN. 95% przedziat ufnosci potgczonej
niepewnosci kalibratorow i kontroli produktéw jest nizszy
niz 35%.

OBLICZANIE WYNIKOW TESTU

Krzywa kalibracyjna

Nalezy uzy¢ oprogramowania, ktéry wykona nastepujgce

obliczenia:

- odejmie wartos¢ OD préby sSlepej z kazdej studzienki z
kalibratorem, aby obliczyé warto$¢ kalibratora.

- ustanowi krzywg standardowg za pomocg
parametrowego dopasowania logistycznego (

Kontrole i prébki

Nalezy uzyc oprogramowania

nastepujagcych kalkulaciji; ‘

- odjecie $lepej wartosci OD od
kontrola/probka. Obliczenie pozio
MAG w kazdej studzience z kontrola
przy wykorzystaniu ustalonej krzywej kali

Uwaga: Wyniki przedstawione w tabeli 6 i na rycinie 1 sg

przyktadami i stuzg wytgcznie do celéw

demonstracyjnych. Krzywa kalibracyjna musi byc¢

wygenerowana dla kazdego zestawu probek do

przetestowania.

OGRANICZENIA

e Obecnie nie ma zaakceptowanej miedzynarodowe;j
metody referencyjnej do wykrywania przeciwciat IgM
anty-MAG. Nalezy odnies¢ sie do rozdziatu
“Standaryzacja i spodjnos$¢ metrologiczna”. Wyniki
powinny byé interpretowane przy wykorzystaniu
wartosci cut-off wskazanych w instrukciji.

e Test nie zostat zwalidowany dla ptynu mézgowo-
rdzeniowego i plazmaferezy.

e Dozylne immunoglobuliny (1VIg) i krioglobuliny moga
wptywac na wyniki testu.
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INTERPRETACJA WYNIKOW

Wynik Interpretacja
< cut-off Wynik negatywny
> cut-off Wynik pozytywny (wskazujacy na
obecnos¢ przeciwciat anty-MAG)
Tabela 3
Wyniki badan nalezy interpretowaé w potgczeniu z

informacjami dostepnymi z oceny klinicznej pacjenta i
innych procedur diagnostycznych.

PRZEDZIALY REFERENCYJNE | WARTOSCI CUT-
OFF

Przedziat referencyjny dla testu anti-MAG Antibodies
ELISA byt ustalony zgodnie z CLSI EP28-A3 dla 141
probek surowicy od pozornie zdrowych pacjentéw w
wieku od 18 do 70 lat. Wyniki przedstawiono w tabeli 4.

Przedziat referencyjny [BTU]
2,5 percentyla (90% CI) 97,5 percentyla (90% CI)
0 (0-988)

Tabela 4

BTU to ustalona wartosé¢ cut-off i

Tysigc (10085
: publikowanych badaniach (ref. 5, 6,

stosowana

-off byly réwniez stosowane w
(ref. 3, 4, 7, 8, tabela 13) i
byly kategorie miana dla pozytywnych
(ref. 10).

ERYSTYKA WYDAJNOSCI

terystyka wydajnosci jest okreslana na podstawie
nich wynikéw z dwéch studzienek.

Powtarzalnosé: 3,2 - 11,8% CV

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna: 5,5 - 15,9% CV
Powtarzalnosc i precyzje wewnatrzlaboratoryjng ustalono
zgodnie z wytycznymi CLSI EP05-A3, wykorzystujgc
standardowy projekt badania 20 dni x 2 serie x 2
powtorzenia. Testowano cztery (4) zbiorcze probki
surowicy ludzkiej, pokrywajgce zakres pomiarowy testu.
Pigta prébka ujemna przy 213 BTU data 79/80 wynikéw
(98,8%) w ramach kategorii (<1'000 BTU). Wyniki
podsumowano w tabelach 7 i 8.

Odtwarzalnosé¢: 10,0 — 21,6% CV

Odtwarzalno$¢ ustalono zgodnie z wytycznymi CLSI
EPO05-A3, wykorzystujgc standardowy projekt badania 3
operatorow x 3 urzgdzenia/numery partii x 5 dni x 5
powtdrzen. Testowano cztery (4) zbiorcze prébki
surowicy, pokrywajgce zakres pomiarowy testu. Pigta
probka ujemna przy 55 BTU data 75/75 wynikéw
(100,0%) w ramach kategorii (<1'000 BTU). Wyniki
podsumowano w tabelach 9 i 10.

Granica wykrywalnosci (LoD): 113 BTU

Warto$¢ LoD ustalono zgodnie z wytycznymi CLSI EP17-
A2 przy zachowaniu proporcji prébek fatszywie
pozytywnych (a) ponizej 5% i fatszywie negatywnych (B)
ponizej 5% na podstawie 120 oznaczen, =z
zastosowaniem 60 powtérzen préby Slepej i 60
powtdrzen probek o niskim poziomie; oraz przy
zachowaniu wartosci LoB wynoszacej 17 BTU.

anti-MAG Antibodies ELISA



“Efekt haka” w wysokiej dawce

Probki z poziomami przeciwciat anty-MAG do 2,8*105
BTU moga by¢ mierzone bez ograniczania zakresu
pomiarowego testu.

Reaktywnosé¢ krzyzowal Inne etiologie

Reaktywnosé krzyzowg testu anti-MAG Antibody ELISA
zbadano dla prébek przypisanych do chordb
autoimmunologicznych. Roézne typy choréb
autoimmunologicznych i zwigzang z nimi obecnosc
przeciwciat sg przedstawione w tabeli 11.

Inne prébki o rdéznej etiologii rowniez zbadano za
pomocg testu anti-MAG Antibody ELISA i sa
przedstawione w tabeli 12.

Wszystkie probki, z wyjagtkiem jednej na pieé prébek
pozytywnych pod wzgledem GD1b byly ponizej
technicznej wartosci cut-off (1’000 BTU).

WYDAJNOSC KLINICZNA

Wydajnosc¢ kliniczng oceniono na podstawie metaanalizy
recenzowanej literatury naukowej. Siedem badan
dotyczyto  wydajnosci  klinicznej testu  anti-MAG
Antibodies ELISA w diagnostyce neuropatii zwigzanych z
gammapatig monoklonalng IgM (ref. 3-9). Wyniki analizy
i szczegoty badania przedstawiono odpowiednio w tabeli
5 itabeli 13.

N neuropatia 344
N kontrole 447
Wrazliwos¢ (95% Cl) 58,9% (47,2 — 69,6 %)
Specyficznosé (95% Cl) | 98,2% (89,7 — 99,7%)
ROC AUC 0,75

Tabe
Cl — przedziat ufnosci
ROC AUC - obszar pod krzywg charakterystyki o cyjn
odbiornika

SUBSTANCJE INTERFERUJ*E

Wrazliwos¢ testu Anti-MAG

farmaceutyki podawane doustnie
oraz na substancje endogenne oc
wytycznymi CLSI EPOQO7-A3. Biad sy
wynikach przekraczajgcy 20% uznano za interferencje.

Nie wykryto interferencji z nastepujgcymi substancjami
do podanych stezeh: immunoglobulina dozylna
(20 mg/mL), kladrybina (273 ng/mL), Interferon alfa-2a
(49,5 ng/mL), ibuprofen (0,22 mg/mL), czynnik
reumatoidalny (680 IU/mL), hemoglobina (10 mg/mL),
hemolizat (10 mg/mL), triglicerydy (20 mg/mL), zwigzana
bilirubina (0,4 mg/mL), niezwigzana bilirubina
0,4 mg/mL).

Data wydania: 2023-05-31
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TABELE | RYCINY
Przyktad wynikéw

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Poziom | Absorbancja Obll_czony cv Sredni .Wewpqtrz" Pom_ledz_y Porqled_zy Wewnqt_rz
poziom ID [poziom, | n |jednej serii seriami dniami laboratorium
[BTU] |[OD] [%] ’
[BTU] BTU SD |%CV| SD (%CV | SD |%CV | SD |%CV
Préba slepa 1 0,046 S2| 2251 |80| 267 |11,8| 199 | 88 | 130 | 58 | 357 | 159
Proba Slepa 2 0,049 S3| 8849 [80| 349 | 39| 314 | 36 | 122 | 14 | 485 | 55
Srednia 0,048
- S4 | 19683 (80| 622 | 32 | 1492 | 76 | 908 | 46 | 1855 | 9,4
Kalibrator A 70000 2,195 70497
Kalibrator A 70000 2188 69508 S5 | 37185 (80| 1684 | 4,5 | 3083 | 8,3 | 1466 | 3,9 | 3806 | 10,2
$rednia 70000 | 2,191 70000 0,2 Tabela 7
Kalibrator B 15000 1,272 15313 ID Opis n Sredni poziom, |% Wewnatrz
Kalibrator B 15000 1,245 14693 BTU kategorii
Srednia 15000 1,258 15000 1,5 <1000 BTU
S1 80 213 98,8
Kalibrator C 3000 0,417 3070 (negatywny)
Kalibrator C 3000 0,400 2931 Tabela 8
Srednia 3000 0,408 3000 2,9 Odtwarzalnosé
Kalibrator D 1000 0,135 1009 ; ;
Kalibrator D 1000 0,132 991 $redni Wewnatrz | Pomiedzy | Pomiedzy | Wewnatrz
Srednia 1000 0,134 1000 15 ID [poziom, | n [jednej serii seriami dniami laboratorium
D, 0, 0, 0,
Kontrola NISKA 0,360 2602 BTU SD PLCV | SD |%CV | SD |(%CV | SD |%CV
Kontrola NISKA 0.376 2731 S2 | 2802 6,5 | 517 | 18,4 | 261 93 | 606 | 21,6
Srednia 0,368 2666 3.1 S3 | 9052 821 9,1 279 | 3,1 904 | 10,0
Kontrola WYSOKA 1,395 18433 S4 | 418241 1146 | 6,3 | 1475 | 8,1 | 1942 | 10,6
}fontrola WYSOKA 1,383 18090 5 | 34743 2740 | 7,9 | 2023 | 5,8 | 3521 | 10,1
Srednia 1,389 18261 0,6 Tabela 9
Probka 1 0,001 255 2 - -
rc') a ID n Sredni poziom, |% Wewnatrz
Probka 1 0,009 297 BTU kategorii
Srednia 0,005 276 116,5
- < BTU
Probka 2 1,092 11599 75 55 100,0
Prébka 2 0,969 9511 poatywny)
. . ’ Tabela 10
Srednia 1,030 10555
Tabdla\6 ywnos¢ krzyzowal inne etiologie
. . Przypisane przeciwciato Diagnostyka #
Przyktad krzywej standardowej (ODaso) Yp P Sy -
. Zapalenie naczyn 3
25 Przeciwciato cytoplazmatyczne ——
) . Inne (probki ANCA
przeciwko neutrofilom (ANCA) ) 10
’ oznaczone dodatnio)
2 Toczen rumieniowaty
5
ukfadowy
1.5 Przeciwciata przeciwjgdrowe Reurr’1at0|dalne zapalenie 9
(ANA) stawow
Zespot Sjogrena 6
1] Inne (prébki ANA oznaczone 3
dodatnio)
054 Przeciwciata przeciwko Autoimmunologiczne 5
tyreoglobulinie (anti-Tg) zapalenie tarczycy
Przeciwciata przeciw Mieszana choroba tkanki 1
O o .
100 10'00 10600 100000 rybonukleoproteinie ’faczr?ej ‘
. Anty-GQ1b, anty-GM1, anty- Autoimmunologiczne 1
Poziomy (BTU) GD1b neuropatie obwodowe
Rycina 1 Przeciwciata przeciw receptorowi
acetylocholiny i kinaza Miastenia gravis (Miastenia 7
tyrozynowa specyficzna dla rzekomoporazna
miesni
Tabela 11
Etiologia Diagnoza #
. Alkoholik/Alkoholizm 1
Neuropatie obwodowe
Cukrzyca 5
Stwardnienie zanikowe boczne | 15
Inne choroby neurologiczne i Choroba Chagasa 5
znaczenie diagnostyki réznicowej Sarkoidoza 4
Choroba Waldenstroma 4
Tabela 12

Data wydania: 2023-05-31

712

anti-MAG Antibodies ELISA




TABELE | RYCINY

Wydajnos¢ kliniczna

. Kontrole Kontrole Cut- Wrazl SPec

Badanie negatyw ... | yficzn

pozytywne off iwosé 2

ne os¢é

Kuijf i inni, DPN +IgM OPN + 1500 0,72 0,97
2009 MG HC BTU

(n=68) (n=139)
Mata i inni, MGUS PN 3200 0,37
2011 (n =46) BTU
Campagnolo | DPN +IgM HDC + 1000 0,94 1,00
i inni, 2015 MG HC BTU

(n=20) (n=3)
Stork i inni, DPN +IgM 1000 0,69
2014 MG BTU

(n =26)
Stork i inni, DPN +IgM HC 1000 0,59 1,00
2016 MG (n=83) BTU

(n=83)
Taams i inni, | MGUS PN 1500 0,51
2018 (n=101) BTU
Liberatore i OPN + 7000 1,00
inni, 2020 HC BTU

(n =222)
Tabela 13

DPN+IgM MG, Polineuropatia demielinizacyjna z gammapatia
IgM; MGUS PN, Polineuropatia zwigzana

monoklonalng

gammapatig monoklonalng o nieznanym znaczeniu; OPN, inn

polineuropatia; HC, zdrowa kontrola; HDC, kontrole ch

hematologicznie

Data wydania: 2023-05-31
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KROTKI PROTOKOL

anti-MAG Antibodies ELISA

Wstepnie powlekana plytka do mikromiareczkowania

l C przeptukac 4 x przy uzyciu 2300 uL buforu ptuczgcego

100 pL bufor inkubacyjny, kalibratory, kontrole lub
probki surowicy (1:1000)

c inkubowac 2 godziny (£ 5 min) w 2-8 °C

d < przeptukac 4 x przy uzyciu 2300 uL buforu ptuczgcego

dodac¢ 100 yL znakowanego enzy

< inkubow‘2 goq o) w 2-8 °C

wL C prze

dodac¢ 100 uL

2300 uL buforu ptuczgcego

doda¢ 100 tw@lu zatrzymujacego reakcje

=) Odczyt orban zy 450 nm (w ciagu 30 minut)

cZiks DOOTRZ NIA WYNIKOW: 4.5 GODZINY

Data wydania: 2023-05-31 9/12 anti-MAG Antibodies ELISA
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LISTA ZMIAN

Data Wersja Zmiana

Zmiana w rozdziale Przeznaczenie i w nazwie produktu

Przeformutowanie rozdziatu Zasada dziafania testu

Nowe w uzytku stabilnosci odczynnikow

Aktualizacja rozdziatu Srodki ostroznosci

Korekta rozdziatéw Pobieranie prébek i ich przechowywanie, Procedura wykonania
testu, Standaryzacja i sp6jno$¢ pomiarowa

2023-05-31 A2 Przeformutowanie rozdziatéw Kontrola Jakosci i Obliczanie wynikéw badan
Aktualizacja rozdziatu Ograniczenia

Wprowadzenie rozdziatu Interpretacja wynikéw i Wydajno$¢ kliniczna

Korekta rozdziatéw Przedziaty referencyjne i wartosci cut-off, Charakterystyka
wydajnosci, Substancje interferujgce, Referencje i Symbole

Wiaczenie numeru jednostki notyfikowanej do znaku CE — procedura oceny
zgodnosci wg IVDR 2017/746 Korekta rozdziatu Symbole

RAPORTOWANIE WYPADKOW W PANSTWACH CZLONKOWSKICH UE

W przypadku wystgpienia jakiegokolwiek powaznego wypadku z udziatem tego urzadzenia, nalezy bezzwiocznie zgtosi¢ to
producentowi i wlasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego.

USZKODZENIE PRZESYLKI

Jezeli produkt zostat uszkodzony nalezy poinformowac o tym dystrybutora.

\ 4
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SYMBOLE

Firma BUHLMANN stosuje symbole i oznaczenia wymienione i opisane w normie ISO 15223-1. Dodatkowo stosowane sg
nastepujgce symbole i oznaczenia:

Symbol Wyjasnienie

Ptytka do mikromiareczkowania

BUF|INC Bufor inkubacyjny

[BUF|WASH|10X] | Koncentrat buforu ptuczacego (10x)

[CONTROL|L| [Kontrola Niska

[CONTROL|H| |Kontrola Wysoka

ICAL|A|-|CAL|D| | Kalibrator A - D

m Oznakowany Enzym IgM

SUBS|TMB Substrat TMB

[SOLN|STOP| |Roztwér zatrzymujacy reakcje

$

c €0123

Data wydania: 2023-05-31 12/12 anti-MAG Antibodies ELISA
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