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CESKY

URCENE POUZITI

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA je in vitro
diagnosticky test pro semikvantitativni stanoveni IgG a/nebo
IgM protilatek proti vybranym nauralnim
antigenm/epitopdm ve vzorcich séra. Vysledky testu Ize
pouzit k podpofe diagnézy autoimunitnich perifernich
neuropatii ve spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornimi
nalezy.

Pouze pro laboratorni ucely.

ZAMYSLENE POUZITI

Tfi enzymové znacky dodavané v sadé umoziiu;ji tfi rizné

testovaci algoritmy:

1. Testovani pomoci smési konjugatl IgG/IgM (dale jen
"smés") umozfiuje vySetfit pfitomnost antineuralnich
protilatek naznadujicich autoimunitni neuropatii.

2. Testovani s jednotlivymi konjugaty 1gG a/nebo IgM
umoznuje stanovit izotyp protilatek.

3. Pfi laboratornim zpracovani muaze po pocatecnim
screeningu vzork( pomoci smési (moznost 1) nasledovat
v pfipadé potfeby diferenciace vzorkd pozitivnich na
smés pomoci jednotlivych konjugatu IgG a IgM (moznost
2).

PRINCIP TESTU

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA umoZfiuje
selektivni méfeni protilatek proti gangliosidim v séru.
Mikrotitracni desticka je potazena gangliosidy: GM1, GD1b
a GQ1b.

Do jamek mikrotitracni desticky se pfidaji séra pacientd,
kontroly a kalibrator. Po 2 hodinach inkubace pfi 2-8 °C a
promyti detekéni protilatky (anti-lgG/IgM, anti-IgG, anti-lgM)
konjugované s kienovou peroxidazou (HRP) detekuji anti-
gangliosidy navazané na gangliosidy imobilizované na
desti¢ce. Po 2 hodinach inkubace pfi 2-8 °C a promyti se
detekénimi protildtkami (anti-lgG/IgM, anti-lgG, anti-IgM)
konjugovanymi s kfenovou peroxidazou (HRP) deteku;ji
protilatky proti gangliosidiim a/nebo anti-MAG navazané na
imobilizované gangliosidy nebo HNK-1 na destiCce. Po
dal$ich 2 hodinach inkubace a dalSich promyvacich krocich
se pfida chromogenni substrat HRP, tetrametylbenzidin
(TMB) (tvorba modré barvy) a nasleduje zastaveni reakce
(zména na Zlutou barvu). Absorbance se méfi pfi 450 nm.
Naméfena absorbance je umérna titru protilatek pfitomnych
v daném vzorku. Titry protilatek se vyjadfuji jako % poméru
ke kalibratoru a Ize je pfifadit ke kategoriim titr( (negativni,
Seda zbna, pozitivni).
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DODAVANE REAGENCIE A PRIPRAVA

Reagencie Mnozstvi Kat.c. Priprava
Mikrotitrac¢ni desticka stripy 12 x 8 Prioraveno k
pfedem potaZena jamek B-GCL-MP poSZitl’
gangliosidy v ramecku
Lepici folie 3 kusy
Koncentrat promyvaciho . Zfedte 900 mL
11ah - -
roztoku (10x) 1a0(;/e L \?Vg co deionizované
s konzervagnimi latkami | * m vody
Inkubacni roztok 1 lahev Pfipraveno k
B-GCO-IB oo
s konzerva¢nimi latkami | x 100 mL pouziti
Kalibratory Pridejte 1,5 mL
lyofilizované s 1 lahvicka |B-GCO-CA |inkubaéniho
konzervagnimi latkami roztoku
Kontroly negativni, nizka .
a stredni N B-GCO- _Prldejt% 1',5 mL
. , 3 lahvicky inkuba¢niho
lyofilizované s CONSET
RV . roztoku
konzervacnimi latkami
Smés IgG/IgM oznacena
enzymem
protilatky proti lidskemu | 11ahvicky | B-GCO- Pfipraveno k
IgG a IgM konjugovanés |x 11 mL ELGM pouZiti
HRP v matrici pufru s
konzervacnimi latkami.
Enzymova znacka IgG
protilatka proti lidskému 1 lahvika |B-GCO P¥i
. X - - praveno k
1gG konjugovana sVHRP_ Vi 11 mL ELG pouziti
roztoku s konzervaénimi
latkami
Enzymova znacka IgM
protilatka proti lidskému 1lahvitka |B-GCO =
) A - - praveno k
IgM konjugovana svH}’?R Vil 11 mL ELM pouziti
roztoku s konzervacnimi
latkami
Substrat TMB 1 lahvicky B-TMB Pfipraveno k
TMB v citratovém pufru x11mL pouziti
. - Pfipraveno k
Zast tok 1 lahvick
0255 ?v‘l'zvaclf roztox. 1a1 V'i Y |BsTs pouiti
, yselina sirova x11m Firavina
Tabulka 1

" Kontroly obsahuji mnozstvi protilatek anti-GM1 specifické pro danou $arzi.
Skute¢né pramérné hodnoty OD a % poméru jsou uvedeny v dopliikovém
listu pro kontrolu kvality.

SKLADOVANI A ZIVOTNOST REAGENCII

Zapeceténa / neoteviena cinidla

Skladujte pfi teploté 2-8 °C. Nepouzivejte Cinidla po uplynuti doby
pouzitelnosti uvedené na §titcich.

Oteviena / zfredéna Cinidla

Nepouzité stripy ihned vratte do féliového sacku s
vysousSecimi balicky a znovu je uzaviete podél
celého okraje zipu.

Skladujte az 6 mésicu pfi teploté 2-8 °C.

Mikrotitraéni
desti¢ka

Zfedény
promyvaci roztok

Inkubaéni roztok

Enzymove znacky | skladujte a2 6 mésicu pi teploté 2-8 °C.

Substrat TMB

Kalibrator

Kontroly

Zastavovaci roztok | Skladujte az 6 mésicu pfi teploté 18-28 °C.

Tabulka 2
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POZADOVANE MATERIALY NEDODAVANE SE
SOUPRAVOU

e Pfesné pipety s jednorazovymi Spi¢kami: 10 pL, 20 L,
100 pyL a 1000 pL

e Jednordzové polystyrenové nebo polypropylenové
zkumavky pro pfipravu fedéni vzorki

e 1000 mL lahev pro fedéni promyvaciho roztoku
e Podlozka pod mikrotitracni destiCky

¢ Blotovaci papir

o Tfepacka mikrotitraCnich destiCek

o Ctetka mikrotitraénich desti¢ek pro méfeni absorbance
pfi 450 nm

UPOZORNENI A OPATRENI

Bezpeénostni opatieni

e Kalibrator a kontroly této soupravy obsahuji slozky
lidského puvodu. Prestoze byly testovany a shledany
negativnimi na HBV, HCV a HIV1/2, mélo by se s Cinidly
zachazet, jako s potencialné infekénimi, a mélo by se s
nimi zachazet v souladu se spravnou laboratorni praxi
(SLP) za pouziti vhodnych bezpe&nostnich opatfeni.

e Tato sada obsahuje soucasti klasifikované v souladu s
nafizenim (ES) €. 1272/2008:

- Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu sirovou (konc.
2,5 - 5%), proto mize drazdit kazi (H315), zplsobit
vazné podrazdéni oci (H319) a mize byt korozivni pro
kovy (H290).

- Kalibrator, kontroly a enzymové znacky obsahuji 2-
methyl-4-isothiazolin-3-on hydrochlorid (koncentrace =
0,0015 %), proto mohou €inidla vyvolat alergické kozni
reakce (H317).

- Inkubaléni roztok a promyvaci roztok obsahuji
gentamicin sulfat, proto mohou tato ¢inidla vyvolat
alergickou kozni reakci (H317).

e Zabrante kontaktu ¢inidel s kiizi, o€ima nebo sliznicemi.
Dojde-li ke kontaktu s cinidlem, okamzité je omyijte
velkym mnozstvim vody, jinak mdze dojit k podrazdéni /
popaleni.

e S Cinidly a chemikaliemi se musi zachazet jako s
nebezpe&nym odpadem podle narodnich
bezpe€nostnich smérnic nebo nafizeni o biologickém
nebezpedi.

Technicka opatieni

e Pred provedenim testu si peclivé prectéte pokyny. Pokud
jsou ¢Cinidla nespravné nafedéna, upravena nebo
skladovana za jinych podminek, nez je uvedeno v tomto
navodu k pouziti, bude to mit nepfiznivy vliv na vysledky
testu.

ELISA postup

Teplota Cinidel

e Pfed zahajenim postupu analyzy si pfipravte Cinidla.
Kroky 3-9: Reagencie pouzivané v krocich 3-9 musi byt
chlazené (2-8 °C) a pfi pipetovani a promyvani musi byt
uchovavany v chladu. Doporu€eni: Doporucujeme
pfipravit promyvaci roztok den pfed provedenim testu a
umistit jej pfes noc do chladnicky.
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VS8echny promyvaci kroky provadéjte se studenym
(2-8 °C) promyvacim roztokem.

e Na zacatku postupu analyzy upravte substrat TMB a
zastavovaci roztok na pokojovou teplotu (18-28 °C).
Kroky promyvani

e Promyvaci kroky 3, 6 a 9 maji zadsadni vyznam pro
odstranéni zbytkd vzniklych pfi vyrobnim procesu a/nebo
potencialné& nenavazanych protilatek v jamkach.

e Dlrazné se doporuCuje automatickda promyvacka
pracujici v "rezimu desek", tj. kazdy procesni krok
(davkovani/aspirace) se provede postupné na vsech
stripech, nez pfistroj pokracuje dalS§im promyvacim
cyklem.

e Po poslednim promyvacim cyklu se ujistéte, Zze jsou
vS8echny jamky zcela prazdné.

Inkubace substratu

e Krok 11: Béhem inkubace se substratem mikrotitracni
destiCky protfepejte. V zavislosti na modelu tfepacky
desti¢ek doporuCujeme 400-600 otacek za minutu.
Roztok by se mél v jamkach pohybovat, ale nesmi se
prelévat.

Soucasti sady

e SloZky se nesmi pouzivat po uplynuti doby pouzitelnosti
uvedené na S§titcich.

e Nezaménujte rlizné Sarze Cinidel.

o Je tfeba vynalozit veskeré usili, aby nedoslo ke kfizove
kontaminaci mezi Cinidly, vzorky nebo jamkami.

e Mikrotitrani jamky nelze pouZit opakované.

ODBER A SKLADOVANI

K postupu je zapotfebi <0,1 mL krve, resp. <50 uL séra.

Krev odebirejte do oby&ejnych venepunkénich zkumavek
bez jakychkoli pfisad a zabrarite hemolyze. Pfipravu séra
provedte podle pokyn( vyrobce. Sérum dekantuijte.

Vzorky séra Ize skladovat pfi teploté 2-8 °C po dobu az osmi
tydn(, pfi teploté 28 °C po dobu az jednoho tydne a pfi
teploté < 20 °C po dobu 16 tydnd. Zmrazené vzorky je tfeba
pfed pouzitim rozmrazit a dukladné promichat jemnym
otagenim nebo pfevracenim.

DoporuCujeme pfipravit alikvoty vzorkd séra
zmrazenim, aby se predeSlo opakovanym
zmrazeni/rozmrazeni.

pfed
cyklim

POSTUP TESTU

Existuji dvé moznosti:

(1) Detekce smésnych izotypl (IgG a IgM): v kroku 7
pFidejte smés enzymové znacky.

(2) Detekce izotypt IgG nebo IgM: pfidejte bud
enzymovou znacku IgG, nebo enzymovou znacku IgM v
kroku 7.

Poznamka: Roztok substratu TMB upravte na pokojovou
teplotu (18-28 °C).

1. Vzorky nafedte v poméru 1:50 s inkubacnim roztokem.
Pouzijte napf. 10 pL séra + 490 pL studeného! (2-8 °C)
inkubaéniho pufru. Dlkladné promichejte vortexovanim
a nafedéné vzorky i rekonstituovany kalibrator a kontroly
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nechte pfed pipetovanim 30 minut pfi teploté 2-8 °C (viz
krok 4a a b).

Pripravte si ramecek s dostateCnym pocétem stripl pro
testovani pozadovaného poctu kalibratort, kontrol a
vzorkd. Odstrarte prebyteéné stripy z ramecku a
neprodlené je znovu uzaviete do féliového s&cku spolu
s vysouSedlem. Uchovavejte v chladu.

Poznamka: V krocich 3 az 9 pouZijte studena cinidla.

3. Jamky dvakrat promyjte alespor 300 pL studeného!
(2-8 °C) promyvaciho roztoku na jamku. Vyprazdnéte
jamky a pevné poklepejte destiCkou na papir, abyste
zcela odstranili zbyvajici tekutinu.

300 L studeného!

l promyvaciho roztoku

(Es232238)
k |
\
£ \

2 x promyjte

— vyprazdnéte a
poklepejte

Poznamka: OkamZité prejdéte k dalsim krokum.

4a.Do jamky A1 napipetujte 100 pL kalibratoru (viz obrazek
1A pro moznost 1 nebo obrazek 1B pro moznost 2).

4b.Do jamky B1 napipetujte 100 pL stfedni kontroly, do
jamky A2 nizkou kontrolu a do jamky B2 negativni
kontrolu (viz obrazek 1A nebo 1B).

Poznamka k varianté 1: Pokud se v jedné sérii pouZivaji vice
neZ tfi stripy, Ize kalibrator a kontroly testovat duplicitné
(viz.obrazek 1A).

Poznamka k varianté 2: Kalibrator a kontroly by se mély
testovat oddélené pro izotypy IgG a IgM (viz obrézek 1B).

4c.Do jamek C1-E1 (viz obrazek 1A nebo 1B) napipetujte
100 pL nafedéného vzorku 1.

4d.Do jamek F1-H1 (viz obrdzek 1A nebo 1B) napipetujte
100 pL nafedéného vzorku 2.

4e.Do nasledujicich jamek (viz obrdzek 1A nebo 1B)
napipetujte 100 uL nafedénych vzorkG 3-24 (pro
moznost 1) nebo 3-12 (pro moznost 2).
Poznamka k varianté 2: pro testovani s druhym izotypem
opakujte pipetovani vzork( 1-12 ve stejném porfadi do
zbyvajicich jamek.
5. Prikryjte desti¢ku lepici folii a inkubujte po dobu 2 hodin
(x5 min) pfi teploté 2-8 °C (destiCkou netfepejte).
Sejméte lepici folii z desti¢ky. Vyprazdnéte jamky a tfikrat
je promyjte pomoci nejméné 300 uL studeného! (2-8 °C)
promyvaciho roztoku na jamku. Vyprazdnéte jamky a
pevné poklepejte destiCkou na blotovaci papir, aby se
promyvaci roztok zcela odstranil.

&

6.

100 pL kalibratoru /

100 pL kontrol / 2h
100 pL vzorkd @2-8°C
: 3 x promyt
1 x vyprazdnit a
poklepat

Pro variantu 1: Detekce mix-izotypu
7. Do jamek pfidejte 100 puL smési.
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Pro variantu 2: Detekce izotypt IgG nebo IgM
7. Do pfislusnych jamek pfidejte 100 pL
znaceného 1gG nebo IgM (viz obrazek 1B).

enzymem

8. Prikryjte desticku lepici folii a inkubujte po dobu 2 hodin
(x5 min) pfi teploté 2-8 °C (destickou netfepejte).

9. Sejmeéte lepici folii z destiCky. Vyprazdnéte jamky a tfikrat
je promyjte pomoci nejméné 300 uL studeného! (2-8 °C)
promyvaciho roztoku na jamku. Vyprazdnéte jamky a
pevné poklepejte desti¢kou na blotovaci papir.

Pro variantu 1

S

100 yL enzymové h

znacky mix
3 x promyti
1 x vyprazdnit a
poklepat
Pro variantu 2
100 pL enzymové @
znackyl IgG nebo
100 pL enzymové 2h
znackylgM @ 2-8°C
- 3x prom'yti _
1 x vyprazdnit a
poklepat

10. Do kazdé jamky pfidejte 100 pL roztoku substratu TMB

(ekvibrovaného na pokojovou teplotu).

Prikryjte desticku lepici folii, chrarite ji pfed svétlem a
inkubujte na tfepacce nastavené na 400-600 otacek za
minutu pfi teploté 18-28 °C po dobu 30 +2 minut.

11.

&

30 min.

»r
1N

100 uL TMB substratu

)
protfepat 400-600 rpm

12. Do vSech jamek pfidejte 100 pL zastavovaciho roztoku.
Odstrante vzduchové bubliny Spickou pipety. Do 30

minut pfejdéte ke kroku 13.

Odectéte  absorbanci  pfi
mikrotitraénich destiek.

450 nm CteCce

13. ve

WWO uL stop roztoku
@

b&hem 30 min.
E—

odectéte absorbanci pfi 450 nm
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KONTROLA KVALITY

Ddkladné seznameni s timto navodem k pouZziti je nezbytné
pro uspésné pouzivani vyrobku. Spolehlivych vysledkl Ize
dosahnout pouze za pouziti pfesnych laboratornich technik
a prfesného dodrzovani tohoto navodu k pouziti.
BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA se dodava se
tfemi kontrolami: negativni, nizka a stfedni. Kontroly maji
pfifazené rozsahy hodnot (% Pomér) uvedené na listu s
udaji o kontrole kvality dodavaném s kazdou soupravou. Pro
ziskani platnych vysledk(l musi byt kontrolni méfeni v
uvedeném rozmezi hodnot.

Kromé kontrolnich souprav doporu€ujeme pro
kontrolu kvality pouzivat sérum.

Pro kalibrator se doporu€uje minimalni hodnota ODasonm 1,2.
Vykonnostni charakteristiky by mély byt ve stanovenych
mezich. Pokud provedeni testu nesplfiuje stanovené meze
a opakovani vylouCilo chyby v technice, zkontrolujte
nasledujici problémy: i) kontrola teploty (Cinidla pouzita v
kroku 3-9 udrzovana pfi 2-8 °C) ii) presnost teploméru,
pipetovacich a Casovacich zafizeni; iii) nastaveni ¢tecky
ELISA; iv) datum spotieby &inidel; v) podminky skladovani a
inkubace; vi) barva roztoku substratu TMB (mél by byt
bezbarvy); vii) Cistota vody; viii) metody odsavani a
promyvani.

interni

OMEZENI

e Vysoké vysledky % poméru (> 100%) pro jednotlivé
gangliosidy mohou mit za nasledek zkfiZzenou reaktivitu
s jinymi gangliosidy v ramci téhoz vzorku. KFiZzova
reaktivita bude obvykle vykazovat vysokou variabilitu
mezi jednotlivymi testy. Interpretace vysledkd by proto
méla byt provadéna pouze spole¢né S
odbornikem/specialistou.

e Vzhledem k polyreaktivité autoimunitnich protilatek a
rozdilam v geografické prevalenci by vysledky testd mély
byt pouZity pouze jako podpora klinické interpretace
neuropatie odbornikem/specialistou v kombinaci s
klinickym obrazem pacienta (ref. 2).

e Tento test nebyl validovan pro plazmaferézu.

(IVlg) mohou ovlivnit

e Intravendzni
vysledky testu.

imunoglobuliny

STANDARDIZACE A METROLOGICKA NAVAZNOST

Neexistuji Zadné mezinarodné nebo narodné uznavaneé
referencni materialy nebo referenéni postupy pro mérfeni
protilatek proti gangliosidiim ve vzorcich séra. BUHLMANN
GanglioCombi® Light ELISA je standardizovana podle
interné stanoveného referenéniho materialu. Hodnoty
kalibratoru jsou pfifazeny podle protokolu o pfenosu hodnot
(ref. 1), aby byla zaru€ena metrologicka navaznost, a jsou
uvedeny v arbitrarnich jednotkach "% pomeéru".

Byl stanoven 95% interval spolehlivosti kombinované
nejistoty kalibratort produkt na 29,3% pro protilatky IgG a
37,6% pro protilatky IgM.

REFERENCNI INTERVALY A MEZNi HODNOTY

Referenéni interval BUHLMANN GanglioCombi® Light
ELISA byl stanoven podle CLSI C28-A3 se 120 vzorky sér
od subjektivné zdravych osob. Frekvence distribuce anti-
gangliosidovych protilatek u normalnich darct krve byla
rozdélena do kategorii titrd: negativni (pomér <30 %), Seda
zéna (pomér 30-50 %) a pozitivni (pomér >50 %). Vysledky
jsou shrnuty v tabulce 7. Hraniéni hodnota pro pozitivitu je
50%.

VYPOCET VYSLEDKU TESTU

1. Zaznamenejte absorbanci (OD) pfi 450 nm pro kazdou
jamku (kalibrator, kontroly a vzorky).

2. Pokud bylo provedeno vice kalibracnich a kontrolnich
méfeni, zpramérujte hodnoty.

Vysledky jsou vyjadfeny jako pomér absorbance

vzorkl a (zpramérované) absorbance kalibratoru.

Smés izotyptl
absorbance vzork( nebo kontrol

% Pomér: x 200
absorbance kalibratoru
IgG a IgM izotypy
absorbance vzork( nebo kontrol
x 100

% Pomér :
absorbance kalibratoru

Programy pro vypocet vysledkl jako % poméru jsou k
dispozici na vétsiné ¢teCek mikrotitracnich destiek.

Poznamka: Vysledky uvedené v tabulkach 5 a 6 jsou
pfiklady a slouzi pouze jako ukazka.
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INTERPRETACE VYSLEDKU
IgG/IgM smés
IgG
IgM
Antigen Hodnoty (pomér v %)
<30 30-50 >50
GD1b
GQ1b
Opakovany
Negativni test Voo Pozitivni
pozdéjSim
GM1 terminu
Tabulka 3

Vysledky testll by mély byt interpretovany ve spojeni s
informacemi dostupnymi z klinického hodnoceni pacienta a
dalSich diagnostickych postupu.

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Piresnost v ramci laboratore: 5,7 — 13,2% CV

Pfesnost v ramci laboratofe byla stanovena podle pokynu
CLSI EP05-A3 za pouziti standardizovaného planu studie 20
dni x 2 série x 2 opakovani. Byly testovany tfi (3) sdruzené
vzorky séra pacientl. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 8.

Opakovatelnost: 7,7 - 19,1% CV

Opakovatelnost byla stanovena podle pokynt CLSI EP05-
A3 s pouzitim planu studie 3 pfistroje/skupina/operator x 5
dni x 5 opakovani. Testovany byly tfi (3) sdruzené vzorky
séra pacientu. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 9.

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA



Ratio Mez blanku (LoB) < Mez detekce (LoD): <30 %
Pomér

LoB a LoD byly stanoveny podle pokynu CLSI EP17-A2
pomoci neparametrické analyzy. Vysledky jsou shrnuty v
tabulce 10.

Hook efekt

Nebylo pozorovano zadné omezeni zpusobené Hook
efektem na rozsah méfeni.

Zkiizena reaktivita

U vzorkl od pacientd s raznymi autoimunitnimi chorobami
(tabulka 11) a od pacientd s jinymi neurologickymi
poruchami nebyla pozorovana Zadna systematicka zkfizena
reaktivita (tabulka 12).

KLINICKY VYKON

Klinicky vykon byl hodnocen na zakladé deskriptivni analyzy
recenzované védecké literatury. P&t (5) studii se zabyvalo
Klinickym vykonem BUHLMANN GanglioCombi® Light
ELISA v diagnostice autoimunitnich perifernich neuropatii
(ref. 3-7). Vysledky analyzy a podrobnosti studie jsou
uvedeny v tabulce 4, resp. v tabulce 13.

160 (102 pediatricka GBS, 14 CIDP, 44

N periferni neuropatie GBS)

N kontroly 375 (104 DC, 142 NC, 129 HC)

Senzitivita, primeér (95%

0 _ 0
cIy 57,0% (38,6 — 75,4%)

Specificita, primér (95%

0 _ 0
cly 79,8% (66.8 — 93,2%)

Tabulka 4

GBS, GuillainGv-Barrého syndrom; DC, kontrola bez neurologického
onemocnéni; NC, neurologicka kontrola; HC, zdrava kontrola; CIDP,
chronicka zanétliva demyelinizaéni polyneuropatie; Cl, interval spolehlivosti

INTERFERUJICI LATKY

Citlivost testu na peroralni a injekéni IéCiva a na endogenni
latky byla hodnocena podle pokynd CLSI EPQ7-A3. Za
interferenci byla povazovana odchylka ve vysledcich
=+ 20% Pomeér.

Nebyla zjisténa Zadna interference s nasledujicimi latkami
az do uvedenych koncentraci: intraven6zni imunoglobulin
(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), chlorambucil (1,96 yg/mL),
prednison (99 ng/mL), prednisolon (1,2 pg/mL), revmatoidni
faktor (2340 IU/mL), hemoglobin (10 mg/mL), hemolyzat
(10 mg/mL), triglyceridy (15 mg/mL), konjugovany bilirubin
(20ug/mL), nekonjugovany bilirubin (150 pg/mL).

Datum vydéni: 2023-08-17 6/12
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TABULKY A OBRAZKY

Nastaveni mikrotitracnich desticek: Oznaceni smési B Oznaceni IgG & IgM
IgG/igM S Absorbance Pomér
1gG/igM Mix H (OD450) [%]
J
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1 12 B-GCO-ELG/ IgG IgM 1gG IgM
) cAL|CTRL cap CTRL o CTRL gp [CTRL o)) CTRL p (CTRL o B-GCO-ELM
Calibrator & Low Low Low Low Ll Lo Kalibrator 1,789 2,576
Controls  |CTRLCTRL CTRUCTRLCTRLCTRL/CTRLCTRUCTRLCTRL CTRLCTRY & ’ ’
Med | Neg | Med | Neg Med | Neg | Med | Neg | Med | Neg | Med ' Neg 1,833 2,527
GD1b c Kalibrator prim. 1,836 2,551 100 100
GQ1b 1135|7911 ]13|15|17|19|21]|23|D Stfedni kontrola 1,267 1,743 69 68
o . 1,237 1,764 67 69
Stfedni kontrola pram. 1,252 1,753 68 69
GD1p F Nizka kontrola 0,567 | 0,938 30 37
GQ1b 2 4|6 |)8|10)|12|14)16)18|20|22}24|G 0,584 0,942 32 37
—_— M Nizka kontrola pram. 0,571 0,940 31 37
Negativni kontrola 0,061 0,098 3 4
24 sera IgG/ IgM Mix 0.051 0.095 3 4
Negativni kontrola pram. | 0,056 0,097 3 4
Obrazek 1A: <24 sér/sada (1 MP / sada) Vzorek 1
GMA 0,171 3,814 9 150
Nastaveni mikrotitraénich desti¢ek: Znaéeni IgG a y—
IgM zore 1,021 | 0,354 56 14
9 GD1b ’ ’
IgG IgM v 1
J ] zore
1 2 3 4 5 6"7 8 9 10 1 12 GQatb 0378 10208 21 8
CTRL CTRL ,, CTRL CTRL CTRL cTRU
Gl E CAL | o7 CAL T (UTCAL [ B7 CAL Y o] CAL [ o] CAL L] A Tabulka 6
Controls  |CTRLCTRL CTRUCTRLCTRLCTRL/CTRLCTRUCTRLCTRL CTRLCTRY 5
Med | Neg | Med | Neg Med | Neg | Med | Neg | Med | Neg | Med ' Neg Referenéni interval
GD1b c Ref ——
% normalni darci krve v EIEEE
Gotb 1lsls]7]oluala]s]s|7]o]un|p kategoriich limit
el 30 - 50 (90% CI)
GM1 E <30 % >50 °
0, a 0, a
— . % pomér pomér % pomér
anti-GM1 1gG 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8)
c0t AMMMEE @4 anti-GM1 IgM 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 — 40,3)
GM1 H anti-GM1 IgGM 95,0 4,2 0,8 34 (23,3 —49,5)
12 sera 19G 12 sera IgM anti-GD1b IgG 97,5 1,7 0,8 ﬁ15 ((234:,35 —1:;35,())2
anti-GD1b IgM 99,2 0,0 0,8 9 (6,;1 . 54”7)M
Obrazek 1B : 2 profily / sérum, < 12 sér / sada (1 MP / sada) anti-GD1b IgGM 95,0 3,3 1,7 30 (22,3-71,6)
B ] . anti-GQ1b IgG 97,5 2,5 0,0 24 (14,6 — 33,4)
Priklad vysledku anti-GQ1b IgM | 99,2 0,8 0,0 8 (6,2 17.8)
A Oznaceni smési lgG/IgM anti-GQ1b IgGM 95,0 4,2 0,8 31 (23,1 —46,7)
& F podskupina Zen. M podskupina muzu Tabulka 7
B-GCO-ELGM Absorbance Pomér
(OD450) [%]
Kalibrator 1,415
1,445
Kalibrator pram. 1,430 200
Stredni kontrola 0,498 69
0,482 67
Stfedni kontrola pram. 0,490 68
Nizka kontrola 0,195 27
0,191 26
Nizka kontrola pram. 0,193 27
Negativni kontrola 0,090 12
0,100 14
Negativni kontrola prim. 0,095 13
Vzorek 1
GM1 0,544 76
Vzorek 1
GD1b 0,745 104
Vzorek 1
GQ1b 0,090 13
Tabulka 5
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TABULKY A OBRAZKY

Pfesnost v ramci laboratore LoD aLoB
Popis prikladu V ramci laboratore Precision Analyt LoB LoD
A = - [% pomér] [% pomér]
Anal Enzymova Predpok. Pram. SD cv -
yt znacka kategorie N [%po- [%po- [%] Anti-GM1 IgM Ab 5 21
(I1zotyp) [%po-mér] meér] meér] Anti-GM1 1gG Ab 6 15
) IaM 30-50 80 48 3,5 7,2 -
gr'w; 9 ~50 80 91 6.2 6.8 Anti-GQ1b IgM Ab 3 17
Ab 0G 30-50 80 40 5,1 12,9 Anti-GQ1b IgG Ab 8 18
9 >50 80 106 13,1 12,4 Tabulka 10
i IgM 3050 180 | 45 26 | 57 | Zkfizena reaktivita
g” '; >50 80 85 6,7 7,8
b (P)\b 4G 30-50 80 43 57 13,2 Prifazena protilatka Diagnostika #
>50 80 80 6,9 8,6 Anti-neutrofilni cytoplazmaticka \ézf;tl:]l;tl(i?\l CA pozitvni 3
Tabulka 8 protilatka (ANCA) P 10
vzorky)
Systé y |
Opakovatelnost ysiemovy 'pus 5
erythematodes
Vzorovy popis Opakovatelnost Antijaderné protilatky (ANA) Revmatoidni artritida 9
Enzymova Predpok. Pram. SD cv Sjogrendv syndrom 6
Analyt | znacka If’ategotie N [%?o- [%|v)o- [%] Ostatni (ANA poz. vzorky) 3
(Izotyp) [%pomér] mér] mér] Protilatky proti tyreoglobulinu . o —
30-50 75 51 49 9,7 (anti-Tg) Autoimunitni tyreoiditida 5
- IgM -
grlcl|1 >50 75 94 7,2 7 Protilatky proti Smidené onemocnéni )
Ab 4G 30-50 75 39 5,6 14,5 ribonukleoproteinim pojivové tkané
9 >50 75 106 17,1 16,1 Anti-GQ1b, anti-GM1, anti- Autoimunitni periferni 1
oM 30-50 75 48 3’9 8,2 GD1b’ . . neuropatle
anti- 9 >50 75 92 9.9 10.7 If’rotllatky proti acetylf:holmovv- . .
GQ1b ému receptoru a proti svalové Myasthenia gravis 7
Ab [el€] 30-50 5 42 8,1 191 specifické tyrozinkinaze
>50 75 78 12,0 15,4 Tabulka 11
Tabulka 9
Periferni neuropatie #
Alkoholické 1
Diabetické 5
Periferni neuropatie imitujici poruchy #
Amyotroficka lateralni skleréza (ALS) 15
Sarkodiéza 4
Waldenstrémova makroglobulinemie (WM) 4
Chagasova choroba 5
Tabulka 12
Datum vydani: 2023-08-17 8/12 BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA




TABULKY A OBRAZKY

Klinicky vykon

Studie Pozitivni Negativni | Epitopy | Sensi- | Speci-
kontroly kontroly tivita ficita
(Pripady)
Hashemilar | Pediatric DC GM1 0,51 0,89
etal., 2014 | ka (n=35)
GBS GQ1b 0,56 0,74
(n =45)
Sharma et Pediatric NC GM1 0,82 0,33
al., 2011 ka (n=42)
GBS
(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=234)
(n=12)
Tabulka 13

GBS, GuillainGv-Barrého syndrom; DC, kontrola bez neurologického
onemocnéni; NC, neurologicka kontrola; HC, zdrava kontrola; MFS,
MillerGv FisherGv syndrom; CIDP, chronicka zanétliva demyelinizaéni

polyneuropatie.

Datum vydéni: 2023-08-17
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KRATKY PROTOKOL

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA

Datum vydéni: 2023-08-17

Predem potazena mikrotitracni desticka

promyjte 2 xs 2300 uL (studeného)! Promyvaciho
roztoku

100 pL kalibratoru, kontrol nebo
vzork( séra (1:50)
& incubate 2 hours (#5 min) at 2-8 °C
C promyjte 3 xs 2300 uL (studeného)! Promyvaciho
roztoku

pridejte 100 yL enzymové znacky

C inkubujte 2 hodiny (+5 min) pfi 2-8 °C
C promyjte 3 xs 2300 uL (studeného)! Promyvaciho
y

Y roztoku

pridejte 100 yL TMB substratu (pokojova teplota)!

C inkubujte 30 min (+2 min) pfi 18-28 °C
na tfepacce ~400-600 rpm

v

pridejte 100 uL zastavovaciho roztoku (pokojova teplota)!

=)  Odectéte absorbanci pfi 450 nm (do 30 minut)

DOBA DOSAZENI VYSLEDKU: 4,5 HODINY
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ZMENY

Datum Verze Zména

Zména Uréené pouZiti a nazvu vyrobku

Preformulovani principu testu s kategoriemi titri negativni, Seda zéna, pozitivni
Nova stabilita pouzivanych €inidel

Aktualizace kapitoly Upozornéni a opatfeni

Revize kapitol Odbér a skladovani, Postup testu, a Standardizace a metrologicka
navaznost

Pfeformulovani kapitoly Kontrola kvality

Aktualizace kapitoly Omezeni

Revize kapitol Referencni intervaly a mezni hodnoty, Vykonnostni charakteristiky, a
Interferujici latky

Uvod kapitoly Klinicky vykon

Revize kapitol Reference a Symboly

PFidani €isla oznameného subjektu k oznadeni CE - postup posuzovani shody podle
IVDR 2017/746

2023-08-17 A1

HLASENI INCIDENTU V CLENSKYCH STATECH EU

Pokud se v souvislosti s timto prostfedkem vyskytne jakakoli zavazna udalost, neprodlené ji nahlaste vyrobci a pfislusnému
organu vaseho Clenského statu.

POSKOZENI ZASILKY

Pokud jste tento vyrobek obdrzeli poSkozeny, oznamte to prosim svému distributorovi.
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SYMBOLY

BUHLMANN pouziva symboly a znacky uvedené a popsané v normé ISO 15223-1. Kromé toho se pouZivaji nasleduijici

symboly a znacky:

Symbol

Vysvétleni

Mikrotitracni desticka

IBUF|WASH|10X|

Koncentrat promyvaciho roztoku (10x)

Inkubaéni roztok

Kalibrator

Kontrola negativni

Kontrola nizka

Kontrola stfedni

Enzymova znacka IgG

Enzymova znacka IgM

Smés IgG/IgM oznadena enzymem

Substrat TMB

Zastavovaci roztok

Datum vydéni: 2023-08-17
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