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POLSKI

PRZEZNACZENIE

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA to oznaczenie do
diagnostyki in vitro stuzace do pdtiloéciowego oznaczania
przeciwciat 1gG i/lub IgM  przeciwko wybranym
antygenom/epitopom nerwowym w prébkach surowicy
pacjentow z podejrzeniem lub rozpoznaniem
autoimmunologicznych neuropatii obwodowych. Wyniki
testu mogg stuzy¢ jako pomoc w diagnozowaniu
autoimmunologicznych neuropatii obwodowych w
potaczeniu z innymi wynikami klinicznymi i laboratoryjnymi.
Wyltgcznie do  zastosowan laboratoryjnych  przez
pracownikow stuzby zdrowia. Nie automatyczny.

ZAMIERZONE ZASTOSOWANIE

Trzy enzymatyczne znaczniki, dostarczone w zestawie

umozliwiajg trzy rézne algorytmy testowania:

1. Badanie z uzyciem mieszaniny koniugatéow IgG/IgM
(dalej zwana mieszaning) pozwala na przesiewowe
stwierdzenie obecnos$ci przeciwciat antyneuronalnych
sugerujgcych neuropatie o] podtozu
autoimmunologicznym.

2. Badanie pojedynczych koniugatow IgG i/lub IgM pozwala
na okreslenie izotypu przeciwciata.

3. W przypadku prac laboratoryjnych wstepne badanie
przesiewowe probek przy uzyciu mieszaniny (opcja 1),
po ktérym prébki z wynikiem pozytywnym mozna
réznicowac przy uzyciu poszczegoélnych koniugatéw IgG
i IgM (opcja 2).

ZASADA DZIALANIA TESTU

Test BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA umozliwia
selektywny pomiar przeciwciat gangliozydowych w
surowicy. Plytka do mikromiareczkowania jest pokryta
gangliozydami: GM1, GD1b i GQ1b.

Surowice pacjentéw, kontrole i kalibrator sg dodawane do
dotkéw ptytki do mikromiareczkowania. Po 2 godzinach
inkubacji w temperaturze 2-8 °C i etapach przemywania,
przeciwciata detekcyjne (anty-IgG/IgM, anty-IgG, anty-IgM)
skoniugowane z peroksydazg chrzanowg (HRP) wykrywajg
przeciwciata anty-gangliozydowe zwigzane z
unieruchomionymi gangliozydami na ptytce. Po kolejnych 2
godzinach inkubacji i dalszych etapach przemywania,
dodaje sie chromogeniczny substrat HRP,
tetrametylobenzydyne (TMB), (tworzenie sie niebieskiego
zabarwienia) po czym nastepuje zatrzymanie reakcji
(zmiana koloru na zétty). Absorpcje mierzy sie przy 450 nm.
Zmierzona absorbancja jest proporcjonalna do miana
przeciwciat obecnych w danej probce. Miana przeciwciat sg
wyrazone jako % stosunki kalibratora i mogg by¢ przypisane
do kategorii miana (negatywne, szara strefa, pozytywne).

Data wydania: 2026-05-04

3/12

DOSTARCZONE ODCZYNNIKI I ICH

PRZYGOTOWANIE

Odczynniki llosé Kod Rekonstytucja
Plytka do 12x8
ikromi k .
mi romlarecz owania doikgwe B-GCL-MP G_otoyvy do
wstepnie optaszczona paski z uzycia
gangliozydami ramka
Folia do plytek 3 sztuki
Koncentrat buforu Rozciehczye
plfjczqceg.o (10x) 1 butelka 5\;500- 9 (())g(r:rlmeLn\(/:ng;yz
z srodkaml ‘ x 100 mL dejonizowanej
konserwujgcymi
BL'Jfor |nkt.1bacyjny 1 butelka 5 aCOlB Gotowy do
z srodkami x100mL | 7 |uzycia
konserwujgcymi
Kalibrator Dodaé¢ 1,5 mL
zliofilizowane ze $rodkami | 1 fiolka B-GCO-CA | buforu
konserwujgcymi inkubacyjnego
Kontrola Negatywna, 3
Niska i Srednia ' o B-GCO- Dodac 1,5 mL
liofili <rodkami 3 fiolki CONSET buforu
zliofilizowane ze srodkami inkubacyjnego
konserwujgcymi
Mieszanina IgG/igM
znakowana enzymem
ot o oot | 1fioka |B-GCO- | Gotowy do
i iugowane z o
ELGM cia
HRP w matrycy buforowej x 1 mlL uayet
ze $rodkami
konserwujgcymi
Znakowane enzymem
lgG
anty-ludzkie przeciwciato |1 fiolka B-GCO- Gotowy do
IgG skoniugowane z HRP |x 11 mL ELG uzycia
w matrycy buforowej ze
$rodkami konserwujgcymi
Oznakowany enzym IgM
anty-ludzkie przeciwciato ]
IgM skoniugowane z HRP| 1 fiolka B-GCO- Gotowy do
w matrycy buforowej ze |x 11 mL ELM uzycia
srodkami
konserwujacymi
Substrat TMB .
1 fiolka Gotowy do
TMB w buforze %11 mL B-TMB uzycia
cytrynianowym
Roztwor zatrzymujacy 1 fiolka Gotowy do
reakcje 11 mL B-STS uzycia
0,25 M kwas siarkowy xm Srodek zracy
Tabela 1

' Kontrole zawierajg specyficzne dla partii poziomy przeciwciat anty-GM1.
Rzeczywistg $rednig OD i stosunek % mozna znalez¢ w dodatkowym

arkuszu danych QC.
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PRZECHOWYWANIE | TRWALOSC ODCZYNNIKOW

Zamkniete odczynniki / nieotwarte odczynniki

Przechowywaé w temperaturze 2-8 °C. Nie uzywaé odczynnikéw po
uptywie daty waznosci wydrukowanej na etykiecie.

Otwarte / rekonstytuowane odczynniki

Ptytka do
mikromiareczkowania

Niezuzyte stripy natychmiast wtozy¢ z powrotem
do torebki foliowej zawierajgcej saszetki ze
Srodkiem osuszajacym i ponownie szczelnie
zamkna¢ wzdtuz catej krawedzi torebki.

Przechowywaé do 6 miesiecy w temperaturze
2-8 °C.

RozciefAczony bufor
ptuczacy

Bufor inkubacyjny

Enzymatyczne Przechowywa¢ do 6 miesiecy w temperaturze
znaczniki 2.8 °C.

Substrat TMB

Kalibrator

Kontrole

Roztwér zatrzymujacy
reakcje

Przechowywaé do 6 miesigcy w temperaturze
18-28 °C.

Tabela 2

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE

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

Jednorazowe probdowki polistyrenowe lub
polipropylenowe do przygotowywania rozcienczen
préobek

1000 mL cylinder do rozciehczania buforu ptuczgcego
Ptuczka do ptytek do mikromiareczkowania

Bibuta matujgca

Wytrzgsarka do ptytek do mikromiareczkowania

Czytnik ptytek do mikromiareczkowania do pomiaru
absorbancji przy 450 nm.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki ostroznosci

Data wydania: 2026-05-04

Niniejszy test jest przeznaczony wytgcznie do

stosowania w diagnostyce in vitro.

Kalibrator i kontrole tego zestawu zawierajg sktadniki
pochodzenia ludzkiego. Chociaz testy na obecnos¢ 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), stosujac odpowiednie
srodki ostroznosci.

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

Roztwdr zatrzymujacy reakcje zawiera kwas siarkowy
(stez. 2,5-5 %), w zwigzku z tym, odczynniki moga
wywotywaé podraznienie skory (H315), silne
podraznienie oczu (H319), i mogg powodowac korozje
metali (H290).

Kalibrator, kontrole i enzymatyczne znaczniki
zawierajg chlorowodorek 2-metylo-4-izotiazolin-3-onu
(stez. 20,0015 %), w zwigzku z tym, odczynniki moga
powodowacé reakcje alergiczne skory (H317).
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Bufor inkubacyjny i bufor ptuczacy zawierajg siarczan
gentamycyny, w zwigzku z tym, odczynniki mogag
powodowacé reakcje alergiczne skoéry (H317).

Unika¢ kontaktu odczynnikdw ze skoérg, oczami lub
btonami sluzowymi. W przypadku kontaktu, natychmiast
przemy¢ narazone miejsce duzg iloscig wody; w
przeciwnym razie moze doj$¢ do podraznienia/oparzen.
Odczynniki i chemikalia nalezy traktowa¢ jako odpady
niebezpieczne zgodnie z krajowymi wytycznymi lub
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa biologicznego.

Techniczne srodki ostroznosci

Nalezy zapoznaé sie z instrukcjg przed wykonaniem
testu. Niewlasciwe rozcienczanie, modyfikowanie lub
przechowywanie odczynnikéw w warunkach innych niz
opisane w niniejszej instrukcji bedzie miato negatywny
wptyw na wydajnosé testu.

Procedura testu ELISA

Temperatura odczynnikow

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

Wszystkie etapy ptukania wykonac¢ za pomocg zimnego
(2-8 °C) buforu ptuczacego.

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

Etapy ptukania

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

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

Nalezy upewni¢ sie, ze wszystkie studzienki sg
catkowicie opréznione po ostatnim cyklu ptukania.

Inkubacja substratu

Etap 11: Podczas inkubacji z substratem nalezy
wstrzgsng¢ ptytkami do mikromiareczkowania. W
zaleznosci od modelu wytrzgsarki do ptytek, zaleca sie
wytrzgsanie przy 400-600 rpm. Roztwér powinien
poruszaé sie w studzienkach, ale nie moze sie rozlewac.

Elementy zestawu

Sktadnikéw nie wolno uzywac po uptywie daty waznosci
wydrukowanej na opakowaniu.

Nie miesza¢ odczynnikéw o réznych numerach partii.

Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby nie doszio do
zanieczyszczenia krzyzowego miedzy odczynnikami,
probkami lub miedzy studzienkami.

Mikrostudzienki nie mogg by¢ uzyte ponownie.
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POBIERANIE PROBEK | ICH PRZECHOWYWANIE

Procedura wymaga odpowiednio < 0,1 mL krwi lub < 50 yL
surowicy.

W celu unikniecia hemolizy, pobra¢ krew do zwyktych
probéwek bez zadnych dodatkdéw. Przygotowaé surowice
zgodnie z zaleceniami producenta. Zdekantowac¢ surowice.

Prébki surowicy mozna przechowywac¢ do osmiu tygodni w
temperaturze 2-8 °C, do tygodnia w temperaturze 28 °C
oraz do 25 miesiecy w temperaturze < -20 °C. Zamrozone
prébki nalezy przed uzyciem rozmrozi¢c i doktadnie
wymieszac poprzez delikatne obracanie lub odwracanie.

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

ROCEDURA WYKONANIA TESTU

Istniejg dwie opcje:

(1) Detekcja mieszanych izotypéw (IgG i IgM): dodac¢
mieszanine enzymatycznych znacznikéw w punkcie 7

(2) Detekcja izotypow IgG lub IgM: dodac znakowany
enzymem IgG lub znakowany enzymem IgM w punkcie
7

Uwaga: Zrownowazy¢ roztwor substratu TMB do

temperatury pokojowej (18-28 °C).

1. Rozcienczy¢ probki w stosunku 1:50 2z buforem
inkubacyjnym. Nalezy uzy¢ np. 10 pyL surowicy + 490 uL
zimnego(!) (2-8 °C) buforu inkubacyjnego. Doktadnie
wymiesza¢ przez worteksowanie i  pozostawic
rozcienczone probki, jak roéwniez rekonstytuowany
kalibrator i kontrole w temperaturze 2-8 °C na 30 minut
przed pipetowaniem (nalezy odnies¢ sie do punktu 4aib).

2. Przygotowac ramke plytki z wystarczajacg iloscig paskow
do przetestowania wymaganej liczby kalibratoréw, kontroli
i prébek. Usungé nadmiar paskéw z ramki i bezzwiocznie
zamkng¢ je ponownie w torebce foliowej wraz ze $rodkiem
pochtaniajgcym wilgo¢. Przechowywa¢ w warunkach
chiodniczych.

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

3. Przeptuka¢ studzienki dwukrotnie, uzywajgc co
najmniej 300 uL zimnego(!) (2-8 °C) buforu ptuczacego
na studzienke. Opréznié studzienki i postuka¢ mocno
ptytkg w bibute, aby usungé¢ catkowicie pozostaty ptyn.

300 pL zimnego! buforu ptuczgcego

\ — opréznic i postukaé
= \

2 x ptukanie
Uwaga: Natychmiast przej$¢ do kolejnych etapéw.
4a.Doda¢ 100 uL kalibratora do studzienki A1 (odnies¢ sie
do ryciny 1A dla opcji 1 lub ryciny 1B dla opcji 2).
4b..Dodaé¢ 100 pL kontroli sredniej do studzienki B1, kontroli
niskiej do studzienki A2 i kontroli negatywnej do
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studzienki B2 (odnie$¢ sie do ryciny 1A lub 1B).

Uwaga dla opcji 1: Jezeli uzywanych jest wiecej niz trzy

paski na serie, kalibrator i kontrole mogg by¢ testowane w

duplikatach (odniesc sie do ryciny 1A).

Uwaga dla opcji 2: Kalibrator i kontrole powinny by¢

testowane oddzielnie dla izotypdéw IgG i IgM (patrz rycina

1B).

4c.Dodac¢ 100 uL rozcienczonej prébki 1 do studzienek C1-
E1 (odnies¢ sie do ryciny 1A lub 1B).

4d.Doda¢ 100 yL rozciehczonej probki 2 do studzienek F1-
H1 (odnie$c¢ sie do ryciny 1A lub 1B).

4e.Doda¢ 100 pL rozcienczonych prébek 3-24 (dla opciji 1)
lub 3-12 (dla opcji 2) do kolejnych studzienek (odnies¢
sie do ryciny 1A lub 1B).

Uwaga dla opcji 2: Powtérzy¢ pipetowanie probek 1-12 w tej

samej kolejnosci do pozostatych studzienek w celu

testowania drugiego izotypu.

5. Przykry¢ ptytke folig do ptytek i inkubowac przez 2
godziny (£ 5 min) w temperaturze 2-8 °C (nie wstrzgsac
ptytki).

6. Zdjac folie z plytki. Oprézni¢ studzienki i przeptukaé trzy
razy przy uzyciu co najmniej 300 yL zimnego(!) (2-8 °C)
buforu ptuczgcego na studzienke. Opréznié studzienki i
mocno stukngC ptytkg o bibute w celu catkowitego
pozbycia sie buforu ptuczgcego.

100 pL kalibratora / (J ;
100 pL kontroli /

100 pL prébek @ 2 8 o
e
3 x ptukanie
1 x opréznic i
ostukac
b:f";f Boooto J P

Dla opcji 1: Detekcja mieszaniny izotypéw
7. Doda¢ 100 pL mieszaniny do studzienek.
Dla opcji 2: Detekcja izotypéw IgG lub IgM

7’. Doda¢ 100 pyL znakowanego enzymem IgG lub IgM do
odpowiednich studzienek (odnies¢ sie do ryciny 1B).

8. Przykry¢ ptytke folig do ptytek i inkubowac¢ przez 2
godziny (+ 5 min) w temperaturze 2-8 °C (nie wstrzgsac
ptytki).

9. Zdjgc folie z plytki. Oprézni¢ studzienki i przeptukac trzy
razy przy uzyciu co najmniej 300 pL zimnego(!) (2-8 °C)
buforu ptuczgcego na studzienke. Oproéznié studzienki i
postuka¢ mocno ptytkg w bibute.
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Opcja 1
100 yL mieszaniny (_Ij
enzymow
znacznikowych =
y @ 2-8°C
\\ ﬁ\ 3 x ptukanie
| — \ S
\ \ 1 x oproznic i
| | ostukaé
\SSESSSES SSSSEES :
Opcja 2
100 pL znakowanego
enzymem IgG lub @ ',
100 pL znakowanego oh
IgM
enzymem Ig @28°C
(Eemee==m -
L s
k \\ ‘ \ 1 X oproznic i
\ .
\ 1= \ ostukaé
ASSISSISISIS (EESSSISSIS g
10. Dodaé 100 pL roztworu substratu TMB
(zréwnowazonego do temperatury pokojowej) do kazdej
studzienki.

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

100 pL substratu TMB

B

\

. =

),
wytrzgsanie 400-600 rpm

12. Doda¢ 100 yL roztworu zatrzymujgcego reakcje do
wszystkich studzienek. Usungé bable powietrza przy
pomocy koncéwki od pipety. Przejs¢ do etapu 13 w
ciggu 30 minut.

13. Odczyta¢ absorbancje przy 450 nm przy uzyciu czytnika
do ptytek.

100 pL roztworu

zatrzymujgcego reakcje @
w ciggu30 min.
—_—

Odczyta¢ absorbancje przy 450 nm

arkuszu danych QC dostarczonym z kazdym zestawem.
Pomiary kontrolne muszg miesci¢ sie we wskazanych
zakresach wartosci, aby uzyska¢ prawidtowe wyniki. Oprécz
kontroli z zestawu, zaleca sie stosowanie pul surowicy do
wewnetrznej kontroli jakosci.

Dla kalibratora zalecana jest minimalna warto$¢ ODasonm
wynoszgca 1,2.

Charakterystyka wydajnosci powinna miesci¢ sie w
ustalonych granicach. Jezeli wydajnos¢ testu nie spetnia
ustalonych limitéw, a powtarzalno$¢ wykluczyta biedy
techniczne, nalezy sprawdzi¢ nastepujgce kwestie: i)
kontrolowanie temperatury (odczynniki stosowane w
etapach 3-9 przechowywa¢ w temperaturze 2-8 °C); ii)
doktadnos¢ termometréw, pipet i czasomierzy; iii)
ustawienia czytnika ELISA; iv) daty waznosci odczynnikow
v) warunki przechowywania i inkubaciji; vi) kolor roztworu
substratu TMB (powinien byé bezbarwny); vii) czysto$¢
wody; viii) metody aspiraciji i ptukania.

STANDARYZACJA | ZGODNOSC METROLOGICZNA

Nie ma uznanych w skali miedzynarodowej i krajowej
referencyjnych materiatéw ani referencyjnych procedur
pomiarowych dla przeciwciat anty-gangliozydowych w
probkach surowicy. Zestaw BUHLMANN GanglioCombi®
Light ELISA jest standaryzowany wzgledem wewnetrznie
ustalonego materiatu referencyjnego. Wartosci kalibratoréw
sg przypisywane zgodnie z protokotem transferu wartosci
(ref. 1), w celu zagwarantowania spéjnosci metrologiczne;j i
sg podawane w dowolnych jednostkach “stosunku %”.
95 % przedziat ufnosci tacznej niepewnosci kalibratorow
produktu zostat okreslony jako 29,3 % dla przeciwciat 1gG i
37,6 % dla przeciwciat IgM.

KONTROLA JAKOSCI

Doktadne zrozumienie niniejszej instrukcji jest konieczne do
prawidiowego uzytkowania produktu. Wiarygodne wyniki
mozna uzyska¢ tylko przy uzyciu precyzyjnych technik
laboratoryjnych i doktadnego przestrzegania niniejsze;j
instrukciji.

Zestaw BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA zawiera
trzy kontrole: negatywnag, niskg i $rednig. Kontrolom
przypisano zakresy wartosci (stosunek %) wskazane w
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OBLICZANIE WYNIKOW TESTU

1. Odczytaé absorbancje (OD) przy 450 nm dla kazdej
studzienki (kalibrator, kontrole i prébki).

2. Jezeli wykonano wiele pomiaréw kalibratora i kontroli,
nalezy usredni¢ wyniki.

Wyniki wyrazone sg jako stosunek absorbancji probek do

(usrednionej) absorbanciji kalibratora.

Mieszanina izotypow

absorbancja probek lub kontroli

Stosunek % x 200
absorbancja kalibratora
Izotypy IgG i IgM
absorbancja probek lub kontroli
x 100

Stosunek %
absorbancja kalibratora

Programy do obliczania wynikow jako stosunek % sa
dostepne dla wiekszosci czytnikéw mikroptytek.

Uwaga: Wyniki zaprezentowane w tabelach 5 i 6 sg
przyktadami i sg dostarczone tylko dla celéw pokazowych.

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA



OGRANICZENIA

e Wyniki o wysokim stosunku % (>100%) dla
poszczegolnych  gangliozydow mogg powodowaé
reaktywnos¢ krzyzowg z innymi gangliozydami w tej
samej probce. Reaktywnos¢ krzyzowa bedzie zazwyczaj
wykazywata duzg zmienno$¢ miedzy oznaczeniami.
Interpretacja wynikéw powinna by¢ zatem dokonywana
wylgcznie z ekspertem/specjalista.

e Ze  wzgledu na polireaktywnosc¢ przeciwciat
autoimmunologicznych i réznice w  czestosci
wystepowania w poszczegdlnych regionach
geograficznych, wyniKi testow powinny byé

wykorzystywane wylgcznie do wspierania klinicznej
interpretacji neuropatii przez eksperta/specjaliste w
potgczeniu z obrazem klinicznym pacjenta. (ref. 2).

¢ Niniejszy test nie zostat zwalidowany dla plazmaferezy.

e Dozylne immunoglobuliny (IVlIg) moga wptywaé na wyniki
testow.

Granica préby slepej (LoB) < Granica wykrywalnosci
(LoD): < 30 % stosunek

Wartosci LoB i LoD ustalono zgodnie z wytycznymi CLSI
EP17-A2 przy uzyciu analizy nieparametrycznej. Wyniki
podsumowano w tabeli 10.

“Efekt haka” w wysokiej dawce

Nie zaobserwowano ograniczen zakresu pomiarowego
wynikajgcych z efektu haka wysokiej dawki.

Reaktywnos¢ krzyzowa

Nie  zaobserwowano  systematycznej reaktywnosci
krzyzowej dla prébek od pacjentéw z réznymi chorobami
autoimmunologicznymi (tabela 11) i od pacjentéw z innymi
zaburzeniami neurologicznymi (tabela 12).

PRZEDZIALY REFERENCYJNE | WARTOSCI CUT-
OFF

Przedziat referencyjny dla testu BUHLMANN
GanglioCombi® Light ELISA zostat ustalony zgodnie z CLSI
C28-A3 dla 120 probek surowicy od oséb deklarujgcych sie
jako zdrowe. Czesto$¢ wystepowania przeciwciat anty-
gangliozydowych u zdrowych dawcéw krwi zostata
sklasyfikowana wedlug kategorii miana: negatywne
(< 30 % stosunek), szara strefa (stosunek 30-50 %) i
pozytywne (> 50 % stosunek). Wyniki podsumowano w
tabeli 7. Wartos¢ cut-off dla wyniku pozytywnego wynosi
stosunek 50 %.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Mieszanina IgG/igM

IgG

IgM
Antygen Wartosci (stosunek %)

<30 30-50 > 50
GD1b Przetestowac
GQ1b ponownie w

Negatywny pbzniejszym Pozytywny
GM1 czasie

Tabela 3

Wyniki badan nalezy interpretowa¢ w potgczeniu z

informacjami dostepnymi z oceny klinicznej pacjenta i innych
procedur diagnostycznych.

WYDAJNOSC KLINICZNA

Wydajnos¢ kliniczna zostata oceniona na podstawie
podsumowujgcej analizy recenzowanej literatury naukowe;.
Pie¢ (5) badan dotyczyto wydajnosci klinicznej testu
BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA w diagnostyce
autoimmunologicznych neuropatii obwodowych (ref. 3-7).
Wyniki analizy i szczegdty badania przedstawiono
odpowiednio w tabeli 4 i tabeli 13.

160 (102 pediatryczne GBS, 14 CIDP, 44

N neuropatia obwodowa GBS)

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

Czutos¢, srednia (95%

0 _ 0
cly 57,0 % (38,6 — 75,4 %)

Specyficznos¢, srednia

9 — o
(95% ClI) 79,8 % (66,8 — 93,2 %)

Tabela 4

GBS, Guillain-Barré-Syndrom; DC, Kontrola chordb nieneurologicznych;
NC, Kontrola Neurologiczna; HC, Zdrowa Kontrola; CIDP, Przewlekta
zapalna polineuropatia demielinizacyjna; Cl, przedziat ufnosci

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna: 5,7 - 13,2 % CV
Precyzje wewnagtrzlaboratoryjng ustalono zgodnie z
wytycznymi CLSI EPO05-A3, wykorzystujac standardowy
schemat badania 20 dni x 2 serie x 2 powtorzenia.
Analizowano trzy (3) potgczone prébki surowicy. Wyniki
podsumowano w tabeli 8.

Odtwarzalnosé¢: 7,7 - 19,1 % CV

Odtwarzalno$¢ ustalono zgodnie z wytycznymi CLSI EP05-
A3, wykorzystujgc schemat badania 3 urzadzenia/numery
partii/operatorzy x 5 dni x 5 powtérzen. Testowano trzy (3)
potgczone probki surowicy. Wyniki podsumowano w
tabeli 9.

Data wydania: 2026-05-04 7/12

SUBSTANCJE INTERFERUJACE

Wrazliwos¢ testu na farmaceutyki podawane doustnie i we
wstrzyknieciach oraz na substancje endogenne oceniono
zgodnie z wytycznymi CLSI EPQ7-A3. Btagd systematyczny
wynikéw = £ 20 % stosunku uznano za interferencje.

Nie wykryto interferencji z nastepujacymi substancjami do
podanych stezen: immunoglobulina dozylna (20 mg/mL),
rytuksymab (3 mg/mL), kladrybina (273 ng/mL), Interferon
alfa-2a (49,5 ng/mL), gabapentyna (26,7 ug/mL), ibuprofen
(0,22 mg/mL), chlorambucyl (1,96 ug/mL), prednizon
(99 ng/mL), prednizolon (1,2 ug/mL), czynnik reumatoidalny
(2340 IU/mL),  hemoglobina (10 mg/mL),  hemolizat
(10 mg/mL), triglicerydy (15 mg/mL), zwigzana bilirubina
(20 pg/mL), niezwigzana bilirubina (150 pg/mL).

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA



TABELE | RYCINY

Konfiguracja plytki do mikromiareczkowania:
znakowana mieszanina IgG/IigM

19gG/IgM Mix
1

"1 2 3 4

CAL
Calibrator &

Controls

Low Low

5 6 7 8 9

Low Low

10

112

CTRL AL CTRL oL CTRL AL CTRL CAL (EI;I;L CAL CTRL A

CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRL g

Low

Med | Neg | Med Neg Med Neg | Med | Neg | Med Neg Med Neg
GD1b c
GQ1b 1] 3 517911131517 |19]|21|23|D
GM1 E
GD1b F
GQ1b 2 14| 6)8J10|12|14|16|18)20|22 24| G
GM1 H

24 sera IgG/ IgM Mix

Rycina 1A: < 24 surowica / Zestaw (1 MP / Zestaw)

Konfiguracja ptytki do mikromiareczkowania:

znakowane IgG & IgM

19G IgM
r l \r . )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL CTRL
Calibrator & ks Low CAL Low G Low eal Low GAk Low CAL Low A
Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRL
Med | Neg | Med Neg Med Neg | Med | Neg | Med Neg Med Neg
GD1b c
GQ1b 1 3 517191111 |3 5; 719 )11}D
GM1 E
GD1b F
GQ1b 24| 6)8J10)]12]2|4|6]|8|10|12]|G
GM1 H
12 sera IgG 12 sera IgM

Rycina 1B: 2 profil e / surowica, < 12 surowic / Zestaw (1 MP / Zestaw)

Przyklad wynikéow

A Znakowana mieszanina IgG/IgM

Absorbancja Stosunek
B-GCO-ELGM (OD450) %]
Kalibrator 1415
& . 1,445
Srednia warto$¢ ’
kalibratora 1,430 200
Srednia kontrola 0.498 69
Srednia warto$¢ sredniej gigg 2;
kontroli ’
Niska kontrola 0195 27
Srednia warto$¢ niskiej 812; ;?
kontroli ’
Negatywna kontrola 0.090 12
Srednia warto$é 8(1)82 1;
negatywnej kontroli ’
Probka 1
GM1 0,544 76
Probka 1
GD1b 0,745 104
Probka 1
GQ1b 0,090 13

Tabela 5

Data wydania: 2026-05-04
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B Znakowane IgG & IgM

E . Absorbancja Stosunek
nzymatyczny znacznik (OD450) (%]
B-GCO-ELG/ 1gG IgM IgG IgM
B-GCO-ELM
Kalibrator 1,789 2576
Sredni Hosé 1,833 2,527
rednia warto$¢
kalibratora 1,836 2,551 100 100
Srednia kontrola 1,267 1,743 69 68
i ) o o] 1,237 1,764 67 69
Srednlg wartos¢ Sredniej 1,252 1,753 68 69
kontroli
Kontrola niska 0,567 0,938 30 37
Sredni < niskioi 0,584 0,942 32 37
re nlg wartosc niskiej 0,571 0,940 31 37
kontroli
Kontrola negatywna 0,061 0,098 3 4
i . » 0,051 0,095 3 4
Srednia wa.rtosc _ 0,056 0,097 3 4
negatywnej kontroli
Prébka 1
M1 0,171 3,814 9 150
Prébka 1
GD1b 1,021 0,354 56 14
Probka 1 0378 | 0,208 21 8
GQ1b ’ '
Tabela 6

Przedziaty referencyjne

% zwyktych krwiodawcow | Limit referencyjny
. w kategoriach
Analit <30% 30-50% >50% (90% CI)
stosu- stosu- stosu-
nek nek nek
anti-GM1 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)
anti-GM1 IgGM 95,0 4,2 0,8 34 (23,3 — 49,5)
anti-GD1b 1gG 97,5 1,7 0,8 21 (14,5-33,0)
2

anti-GD1b IgM 99,2 0,0 0.8 195(&3_‘515'75;&
anti-GD1b IgGM 95,0 3,3 1,7 30 (22,3 -71,6)
anti-GQ1b IgG 97,5 2,5 0,0 24 (14,6 — 33,4)
anti-GQ1b IgM 99,2 038 0,0 8(6,2-17,8)
anti-GQ1b IgGM 95,0 4,2 0,8 31 (23,1 —46,7)

F podgrupa kobiet. M podgrupa mezczyzn

Tabela 7

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA




TABELE | RYCINY

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Reaktywnos¢ krzyzowa

Opis prébki Precyzja wewnatrzlaboratoryjna
y
Enzym- | Oczekiwana Srednia sD
.. | atyczny | kategoria [% o _| eV
Analit znacznik | [% stosu- s stosu- [A:ns;z]s u [%]
(Izotyp) nek] nek]
laM 30-50 80 48 3,5 7,2
anty- g >50 |80| o 6,2 6,8
Ab 19G 30-50 80 40 5,1 12,9
> 50 80 106 13,1 12,4
M 30-50 80 45 2,6 5,7
anty- g >50 |80| 5 6,7 7.8
30-50 80 43 5,7 13,2
Ab IgG
> 50 80 80 6,9 8,6
Tabela 8
Odtwarzalnos¢
Opis probki Odtwarzalnos¢
Enzym- | ekiwana Srednia sD
atyczny (47
Analit 2 kategoria N | [%stosu- | [Y%stosu- | o
znacznik | ., [%]
(Izotyp) [% stosunek] nek] nek]
oM 30-50 75 51 4,9 9,7
anty- 9 > 50 75| 94 72 |17
Ab 30-50 75 39 5,6 14,5
1gG
> 50 75 106 17,1 16,1
oy 30-50 75 48 3,9 8,2
Ca;gt%/;J 9 > 50 75| 02 99 |[107
Ab 30-50 75 42 8,1 19,1
[e] €]
> 50 75 78 12,0 15,4
Tabela 9
LoD iLoB
Analit o8 LoD
[% Stosunek] [% Stosunek]
Anti-GM1- IgM Ab 5 21
Anti-GM1- I1gG Ab 6 15
Anti-GQ1b IgM Ab 3 16
Anti-GQ1b IgG Ab 8 18
Tabela 10

Data wydania: 2026-05-04

Przypisane przeciwciato Rozpoznanie #
A Zapalenie naczyn 3
Przec.|w0|alo cytoplazmatyczne Inne (probki ANCA
przeciwko neutrofilom (ANCA) . 10
oznaczone dodatnio)
Toczen rumieniowaty
5
uktadowy
. . Reumatoidalne zapalenie
Przeciwciata przeciwjgdrowe . 9
(ANA) stawow
Zespot Sjogrena 6
Inne (probki ANA
. 3
oznaczone dodatnio)
Przeciwciata przeciwko Autoimmunologiczne 5
tyreoglobulinie (anti-Tg) zapalenie tarczycy
Przeciwciata przeciw Mieszana choroba tkanki 1
rybonukleoproteinie tacznej
Anty-GQ1b, anty-GM1, anty- Autoimmunologiczne 1
GD1b neuropatie obwodowe
Przeciwciata przeciw
receptorowi acetylocholiny i Miastenia gravis (Miastenia 7
kinaza tyrozynowa specyficzna | rzekomoporazna
dla migsni
Tabela 11
Neuropatie obwodowe #
Alkoholowa 1
Cukrzycowa 5
Zaburzenia imitujace neuropatie obwodowa #
Stwardnienie Zanikowe Boczne (ALS) 15
Sarkoidoza 4
Makroglobulinemia Waldenstroma (WM) 4
Choroba Chagasa 5
Tabela 12
Wydajnos¢ kliniczna
Badanie | Kontrole Kontrole Epitop | Czulo$¢ | Specy-
pozytywne | negatywne ficznosé
(Przyktady)
Hashem | Pediatrycz | DC GM1 0,51 0,89
ilar et GBS (n=35)
al., 2014 | (n=45) GQ1b | 0,56 0,74
Sharma Pediatrycz NC GM1 0,82 0,33
etal, GBS (n=42)
2011 (n=157)
DC 0,83
(n=235)
Khandel | GBS HC GM1 0,31 0,74
wal et (n=13) (n=19)
al., 2006
Uetz- GBS, NC GM1 0,30 0,93
von CIDP (n=100)
Allmen (n=19,
etal, 14) HC 0,95
1998 (n=110)
Spatola | GBS DC GQ1b | 0,92 0,97
etal, (MFS) (n=234)
2016 (n=12)
Tabela 13

GBS, Guillain-Barré-Syndrom; DC, Kontrola chordb nieneurologicznych;
NC, Kontrola Neurologiczna; HC, Zdrowa Kontrola; MFS, Miller Fisher
Syndrom; CIDP, Przewlekta zapalna polineuropatia demielinizacyjn

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA




KROTKI PROTOKOL

Wazne: Krétki protokét nie zastepuje szczegbétowych informacji zawartych w niniejszej instrukcji uzytkowania

Dzien przed wykonaniem testu

Przygotowanie buforu ptuczacego

Rozcienczyé koncentrat buforu ptuczacego woda
dejonizowang w stosunku 1:10

Zalecenie: Przygotowac bufor
ptuczgcy dzieri przed wykonaniem
testu i zostawic¢ na noc w lodéwce.

Dzien wykonania testu

Przygotowanie prébek/kontroli/kalibratoréow

Rozcienczy¢ préobki surowicy 1:50 (zimnym!) Odtworzy¢ kontrole i
buforem inkubacyjnym i doktadnie kalibrator przez dodanie
wymieszaé przez worteksowanie 1,5 mL buforu inkubacyjnego

I J

C pozostawi¢ na 30 minut w temperaturze 2-8 °C

BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA

Wstepnie powlekana ptytka do mikromiareczkowania

przeptukaé 2 x przy uzyciu =300 uL (zimnego!)
buforu ptuczgcego

100 pL kalibratora, kontrole lub
probki surowicy (1:50)

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

C przeptukaé 3 x przy uzyciu =300 uL (zimnego!)
buforu ptuczgcego

doda¢ 100 pL enzymatycznych znacznikow

< inkubowac 2 godziny (+5 min) w 2-8 °C

przeptuka¢ 3 x przy uzyciu =300 uL (zimnego!)
buforu ptuczgcego

dodac¢ 100 yL substratu TMB (temperatura otoczenia)!

C inkubowac¢ 30 min (+2 min) w 18-28 °C
na wytrzgsarce do ptytek przy ~400-600 rom

dodac¢ 100 uL roztworu zatrzymujacego reakcje (temperatura otoczenia)!

=) Odczyta¢ absorbancje przy 450 nm (w ciagu 30 minut)

CZAS DO OTRZYMANIA WYNIKOW: 5 GODZIN

Data wydania: 2026-05-04 10/12 BUHLMANN GanglioCombi® Light ELISA
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LISTA ZMIAN

Data Wersja Zmiana

Sprecyzowanie rozdzialu Przeznaczenie przez dodanie informacji dotyczacych
automatyzacji testu, badanej populacji oraz uzytkownika docelowego.

Aktualizacja rozdziatow Krotki protokét i Symbole.

2026-05-04 A2 Aktualizacja rozdziatéw Ostrzezenia i $rodki ostroznosci (podrozdziat Srodki
ostroznosci), Pobieranie probek i ich przechowywanie oraz Tabele i ryciny.
Aktualizacja symbolu elFU na pierwszej stronie oraz powigzanych informacji w
rozdziale Symbole (dotyczy tylko wersji dokumentu w jezyku angielskim).

RAPORTOWANIE WYPADKOW W PANSTWACH CZLONKOWSKICH UE

W przypadku wystgpienia jakiegokolwiek powaznego wypadku z udziatem tego urzadzenia, nalezy bezzwiocznie zgtosic to
producentowi i wkasciwemu organowi panstwa czionkowskiego.

USZKODZENIE PRZESYLKI

Jezeli produkt zostat uszkodzony nalezy poinformowac o tym dystrybutora.
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SYMBOLE

Firma BUHLMANN stosuje symbole i oznaczenia wymienione i opisane w normie I1SO 15223-1.
Definicje symboli mozna znalez¢ w stowniczku symboli na stronie: www.buhimannlabs.ch/support/downloads/
Dodatkowo stosowane sg nastepujgce symbole i oznaczenia:

Symbol

Wyijasnienie

Plytka do mikromiareczkowania

[BUFIWASH]| 10X

Koncentrat buforu ptuczgcego (10x)

BUFIINC

Bufor inkubacyjny

Kalibrator

Kontrola Negatywna

Kontrola Niska

Kontrola Srednia

Znakowane enzymem IgG

Znakowane enzymem IgM

Znakowana mieszaning enzyméw IgG/IgM

Substrat TMB

Roztwér zatrzymujgcy reakcje

Data wydania: 2026-05-04
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