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LIETUVISKAI

PATEIKTI REAGENTAI IR PARUOSIMAS

PASKIRTIS

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA yra in vitro
diagnostikos analizé, skirta pusiau kiekybiSkai nustatyti IgG
ir (arba) IgM antikiinus prie$ atrinktus nervy antigenus /
epitopus pacienty serumo méginiuose su jtariamomis arba
nustatytas autoimuninémis periferinémis neuropatijomis.
Tyrimo rezultatai gali bdti naudojami kartu su kitais

klinikiniais ir laboratoriniais duomenimis patvirtinant
autoimuninés periferinés neuropatijos diagnoze.
Tik laboratoriniam naudojimui  sveikatos priezitros

specialistams. Neautomatizuota.

NUMATOMAS TAIKYMAS

Trys fermentiniai Zymenys, pateikti rinkinyje, jgalina tris

skirtingus testavimo algoritmus:

1. Tyrimas su IgG/IgM konjugato miSiniu (toliau vadinamas
misiniu) leidzia patikrinti, ar néra antineuroniniy antikdny,
rodanciy autoimunine neuropatijg.

2. Tyrimas su individualiais IgG ir (arba) IgM konjugatais
leidzia nustatyti antikGiny izotipus.

3. Atliekant laboratorinj tyrimg, jeigu to reikia, pradiné
méginiy atranka naudojant misinj (1 parinktis) gali bdti
papildoma misinio teigiamy méginiy diferencijavimu
naudojant atskirus 1gG ir IgM konjugatus (2 parinktis).

TYRIMO PRINCIPAS

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA leidZia iSmatuoti
gangliozido ir mielinu susijusiy glikoproteiny (MAG)
antikiinus serume. Mikrotitravimo plokstelé padengta
gangliozidais: GM1, GT1a, GD1a, GD1b, GQ1b ir chemiskai
susintetintu MAG glikoproteino HNK-1 epitopu (1 nuoroda).
Paciento serumai, kontroliniai meéginiai ir kalibratorius
dedami | mikrotitravimo plokstelés Sulinélius. Po 2 valandy
inkubacijos 2-8 °C temperatiroje ir plovimo etapy, aptikimo
antikinai (anti-lgG/IgM, anti-IgG, anti-IgM), konjuguoti su
krieny peroksidaze (HRP), aptinka antigangliozidg ir (arba)
anti-MAG antikGinus, prisijungusius prie ploksteléje esanciy
imobilizuoty gangliozidy arba HNK-1. Po dar 2 valandy
inkubavimo ir tolesniy plovimo etapy pridedamas
chromogeninis HRP substratas, tetrametilbenzidinas (TMB)
(susidaro mélyna spalva), po to sustabdoma reakcija
(pakeiCiama | geltong spalvg). Sugertis matuojama
esant 450 nm.

ISmatuota absorbcija yra proporcinga tam tikrame méginyje
esanCiy antikdny titrui. Antikiny titrai  iSreiSkiami
kalibratoriaus procentais ir gali bati priskirti titry kategorijoms
(neigiama, pilka zona, teigiama).
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Reagentai Kiekis Kodas Pristatymas
. . s 2x12x8
Mikrotitro plokstel
o rlc(’ o PIoRSTelS sulingliy  |B-GCM- | Paruogtas
IS a”I,St", dp?d?”gﬁ; 1 juostelés su | MP naudojimui
gangliozidais ir - remeliu
Plokstés sandariklis 6 vienetai
. . Praskieskite su
Plovimo buferio I
koncentratas (10x) 2 buteliukai | B-GCO- 90.0 rr_1L
. x 100 mL wWB dejonizuoto
su konservantais vandens
Inkubavimo buferis 1 butelis B-GCO- | Paruostas
su konservantais x 100 mL IB naudojimui
Kalibratorius 1 mégintu- | B-GCO- gr?lllﬁltt)(;(:i’rﬁoml_
liofilizuoti su konservantais | vélis CA buferio
Neigiama, zema ir vidutiné L. |pilkite 1,5 mL
kontrolés 3 megintu- | B-GCO- 144 ihacinio
. . . véliai CONSET .
liofilizuoti su konservantais buferio
Fermentinis Zzymuo
1gG/IgM misinys 2 mégintu-
anti-zmogaus IgG ir IgM véliai B-GCO- |Paruostas
antikanai, konjuguoti su HRP ELGM naudojimui
s v x 11 mL
buferinéje matricoje su
konservantais
Fermentinis zymuo IgG
anti-mogaus IgG antiktinas,| 1 megintu- | o o |5l
konjuguotas su HRP velis ELG naudojimui
buferinéje matricoje su x 11 mL
konservantais
Fermentinis zymuo IgM
anti-zmogaus IgM antikanas, | 1 megintu- B-GCO- |Paruostas
konjuguotas su HRP velis ELM naudojimui
buferinéje matricoje su x 11 mL
konservantais
TMB Substratas 3é'|'i‘aeig'”t“' BTvp | Paruostas
i i : naudojimui
TMB citrato buferyje X 11 mL udojimul
2 méaintu- Paruostas
Stop tir;?alas o véliaig B-STS naudojir'nui
0,25 M sieros rugstis X 11 mL Ardanti
medziaga
1 lentelé

' Kontrolése yra specifiniy anti-GM1 antikainy kiekiy. Faktinj vidutinj OD
(optinj tankj) ir % santykj 2zr. papildomame kokybés kontrolés
duomeny lape.

REAGENTU LAIKYMAS IR TINKAMUMO LAIKAS

Sandarus/ Neatidaryti reagentai

Laikyti 2-8 °C temperatiroje. Nenaudokite reagenty pasibaigus galiojimo
laikui, nurodytam etiketése.

Atidaryti reagentai/ istirptinti reagentai

Nepanaudotas juosteles nedelsdami
grazinkite | foljos maiSelj, kuriame yra
sausiklio pakuotés, ir vél uzsandarinkite per
visg uztrauktuko sandariklio krastg.

2-8 °C temperataroje laikyti iki 6 ménesiy.

Mikrotitro plokstelé

Skiestas plovimo buferis

Inkubacijos buferis

Fermentiniai Zymenys
TMB substrataas

2-8 °C temperataroje laikyti iki 6 ménesiy.

Kalibratorius

Kontrolés

Stop tirpalas 18-28 °C temperatiroje laikyti iki 6 ménesiy.

2 lentelé
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REIKALINGOS, BET NETIEKIAMOS MEDZIAGOS

e Tikslios pipetés su vienkartiniais antgaliais: 10 L,

20 pL,100 wL ir 1000 pL

¢ Vienkartiniai polistireno arba polipropileno meégintuvéliai
méginiy skiedimams ruosti

e 1000 mL talpos cilindras plovimo buferiui praskiesti
¢ Mikrotitravimo plokstelés ploviklis

e Sugeriamasis popieriaus

e Mikrotitravimo ploksteliy purtyklé

e Mikrotitravimo plokstelés skaitytuvas absorbcijai prie
450 nm matuoti

ATSARGUMO PRIEMONES

Saugos priemonés

« Sio rinkinio kalibratoriuje ir kontroléje yra Zmogaus kilmés
komponenty. Nors buvo istirta ir nustatyta, kad HBV,
HCV ir ZIV1/2 yra neigiami, su reagentais turi bati
elgiamasi taip, lyg jie galéty perduoti infekcijas, ir turi bati
tvarkomi laikantis geros laboratorinés praktikos (GLP),
taikant tinkamas atsargumo priemones.

o Siame rinkinyje yra komponenty, klasifikuojamy pagal
Reglamentg (EB) Nr. 1272/2008:

- Stop tirpale yra sieros rigsties (konc. 2,5-5 %), todél
reagentai gali sudirginti odg (H315), stipriai sudirginti
akis (H319) ir ésdinti metalus (H290).

- Kalibratoriuje, kontroléje ir fermentiniuose zymenyse
yra 2-metil-4-izotiazolin-3-ono hidrochlorido
(konc. 2 0,0015%), todél reagentai gali sukelti
alergines odos reakcijas (H317).

- Inkubavimo buferyje ir plovimo buferyje yra
gentamicino sulfato, todél reagentai gali sukelti
alergine odos reakcijg (H317).

¢ Venkite reagenty saly€io su oda, akimis ar gleivinémis.
Jei atsirado kontaktas, nedelsiant nuplaukite dideliu
kiekiu vandens; kitu atveju gali atsirasti dirginimas /
nudegimai.

e Reagentai ir chemikalai turi bati tvarkomi kaip pavojingos
atliekos pagal nacionalines biologinio pavojaus saugos
gaires arba reglamenta.

Techninés atsargumo priemonés

e Prie$ atlikdami testg, atidZiai perskaitykite instrukcijas.
Jei reagentai bus neteisingai skiedziami, modifikuojami
arba laikomi kitomis sglygomis nei nurodytos Sioje
naudojimo instrukcijoje, tai turés neigiamos jtakos testo
veikimui.

ELISA procediira

Reagenty temperatiira

e PrieS pradédami tyrimo procediirg, paruoSkite reagentus.
3-9 Zingsniai: 3-9 etapuose naudojami reagentai turi bati
Salti (2-8 °C) ir laikomi Saltai pipetuojant ir plaunant.
Rekomendacija: Paruo$kite plovimo buferj dieng pries
atlikdami tyrimg ir padékite j Saldytuvg nakdiai.

e Atlikite visus plovimo veiksmus su Saltu (2-8 °C) plovimo
buferiu.

e Pradédami tyrimo procedira, pasildykite TMB substratg
ir stop tirpalg iki kambario temperatiros (18-28 °C).
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Plovimo zingsniai

e 3,6 ir9 plovimo etapai yra labai svarbis norint pa3alinti
gamybos proceso liku€ius ir (arba) galimai nesuriStus
antiktinus Suliniuose.

¢ Primygtinai rekomenduojama naudoti automatinj plovimo
jrenginj, veikiantj ,plokstelés rezimu®, t. y. kiekvienas
proceso etapas (iSpilstymas/iSsiurbimas) turi bdti
atliekamas visoms juosteléems, nuosekliai, pries
instrumentui tesiant kitg plovimo cikla.

o |sitikinkite, kad po paskutinio plovimo ciklo visi Sulinéliai
yra visiSkai tusti.
Substrato inkubacija

e 11 veiksmas: purtykite mikrotitravimo ploksteles
inkubuojant su substratu. Priklausomai nuo ploksteliy
purtykles modelio, rekomenduojame 400-600 rpm.
Tirpalas turi judéti Suliniuose, bet neturi iSsilieti.

Rinkinio komponentai

o Komponenty negalima naudoti pasibaigus galiojimui
laikui, nurodytam etiketése.

o Nemaisykite skirtingy reagenty partijy.

e Reikia deéti visas pastangas siekiant uztikrinti, kad tarp
reagenty, méginiy ar tarp Sulinéliy nebdty kryZminio
uztersimo.

o MikroSulinéliy pakartotinai naudoti negalima.

MEGINIY EMIMAS IR SANDELIAVIMAS

Procedurai reikia atitinkamai < 0,1 mL kraujo arba < 50 yL
serumo.

Surinkite kraujg j paprastus veny punkcijos mégintuvélius be
jokiy priedy ir iSvengsite hemolizés. ParuoSkite serumg
pagal gamintojo instrukcijas. Nupilkite seruma.

Serumo meéginiai gali bati laikomi 2-8 °C temperataroje iki
aStuoniy savaiciy, 28 °C temperaturoje — iki vienos savaités
ir<-20 °C temperatiroje — iki 25 ménesiy. UZSaldytus
meéginius prieS naudojimg reikia atSildyti ir kruopsciai
sumaisyti Svelniai sukant arba vartant.

Rekomenduojame paruosti serumo meéginiy padalijimus
prie§ uzSaldant, kad bdty iSvengta pasikartojanciy
uz8aldymo/atSildymo cikly.

TYRIMO PROCEDURA

Galimi du pasirinkimai:
(1) MiSinio izotipy (IgG ir IgM) aptikimas: 7 veiksme
pridékite fermentinio Zymens misinj

(2) IgG arba IgM izotipy aptikimas: 7 veiksme pridékite
arba fermentinj Zzymenj IgG, arba fermentinj zymenj IgM

Pastaba: TMB substrato tirpalg atsildykite iki kambario
temperatiros (18-28 °C).

1. Atskieskite méginius 1:50 inkubaciniu buferiu. Naudokite
pvz. 20 yL serumo + 980 pL Salto! (2-8 °C) inkubacinio
buferio. Kruopsc&iai sumaiSykite maiSydami ir palikite
atskiestus meéginius, taip pat atskiestg kalibratoriy ir
kontrolines medziagas 2-8 °C temperatiroje 30 minudiy
prie§ dozuojant pipete (Zr. 4a ir b veiksmus).
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2. ParuoSkite plokstelés rémg su pakankamai juosteliy, kad
galétuméte istirti reikiamg kalibratoriy, kontroliniy
elementy ir méginiy skai¢iy. Nuimkite perteklines
juosteles nuo rémo ir nedelsdami vél jdékite | folijos
maiSelj su sausiklio pakuotémis. Laikykite Saldytuve.

Pastaba: 3-9 Zingsniuose naudokite Saltus reagentus.

3. Du kartus iSplaukite Sulinélius, naudodami ne maziau
kaip 300 yL S$alto! (2-8 °C) plovimo buferio vienoje
duobutéje. IStustinkite Sulinukus ir tvirtai patapSnokite
plokSte ant sugerian€io popieriaus, kad visiSkai
pasalintuméte likusj skyst;.

300 pL $alto! plovimo buferio

A

iStustinkite ir
padauZzykite

e

\SIESISESIES)
2 x plovimas

Pastaba: nedelsdami pereikite prie Kity veiksmy.

4a.Pipete jlasdinkite 100 yL kalibratoriaus | duobute A1
(zr. 1A pav., 1 variantui, arba 1B pav., 2 variantui).
4b.] Sulinélj B1 pipete jpilkite 100 uL vidutinés kontrolinés
medziagos, | A2 Sulinélj Zemos kontrolés ir neigiamos
kontrolinés medziagos j Sulinélj B2 (zr. 1A arba 1B pav.).
Pastaba deél 1 varianto: Jei naudojamos daugiau nei trys
Juostelés per paleidima, kalibratorius ir kontroliniai elementai
gali biti bandomi dviem egzemplioriais (Zr. 1A pav.).
Pastaba dél 2 varianto: IgG ir IgM izotipams kalibratorius ir
kontroliniai elementai turi bdti paleisti atskirai (Zr. 1B pav.).

4c¢.100 pL praskiesto 1 meéginio pipete dozuokite | C1-H1
Sulinélius (Zr. 1A arba 1B pav.).

4d.100 pL praskiesto 2 meginio pipete dozuokite j C2-H2
Sulinélius (Zr. 1A arba 1B pav.).

4e.100 uL praskiesty méginiy 3-24 (1 variantui) arba 3-12
(2 variantui) pipete dozuokite | kitus Sulinélius (zr. 1A
arba 1B pav.).

Pastaba del 2 varianto: Pakartokite 1-12 méginiy pipetavima
ta pacCia tvarka j likusias duobutes, kad baty galima atlikti
tyrimg su antruoju izotipu.

5. Uzdenkite plokste plokstelés sandarikliu ir inkubuokite
2 valandas (x5 min.) 2-8 °C temperatiroje (plokstelés
nejudinkite).

6. Nuimkite ploksteles sandarikl;. IStustinkite duobutes ir tris
kartus iSplaukite, naudodami ne maziau kaip 300 pL

Salto! (2-8 °C) plovimo buferio vienoje
duobutéje.IStustinkite Sulinukus ir tvirtai patapSnokite
plokstele ant sugerenlio popieriaus, kad visidkai
pasalintuméte plovimo bufer;.
100 pL kalibratoriaus / @
100 pL kontrolés / 2h
100 HL meglnlq @ 2.8°C
. (= _
3'x ;:_ulovim_ag _
‘I ‘ 1 x iStustinimas ir
SEEESEES SESSEECE padauzymas
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1 variantui: MisSinio-izotipo aptikimas
7. ] Sulinélius jpilkite 100 pyL miSinio.

2 variantui: IgM ir IgG izotipy aptikimas
7’. ] atitinkamus Sulinélius jpilkite 100 yL arba fermentinio
zymens 1gG arba IgM (zr. 1B pav.).

8. Uzdenkite plokste plokstelés sandarikliu ir inkubuokite
2 valandas (x5 min.) 2-8 °C temperatiiroje (plokstelés
nejudinkite).

9. Nuimkite plok&telés sandariklj. IStustinkite duobutes ir tris
kartus iSplaukite, naudodami ne maziau kaip 300 pL
Salto! (2-8 °C) plovimo buferio vienoje duobutéje.
IStustinkite Sulinukus ir tvirtai patapSnokite plokstele ant
sugerencio popieriaus.

1 variantui

100 pL fermentinio

]

Zymens misinys @ g_g c
- — — 3xplovimas
‘ 1 x i§tustinimas ir
il =) EEiEiEiEE =) padauzymas
2 variantui
100 pL fermentinis @
Zymuo IgG arba
100 pL fermentinis 2h
Zymuo IgM @ 2-8°C
3 x plovimas

\ 1 x itustinimas ir
\= 1= padauZymas

10.] kiekvieng Sulinélj jpilkite 100 yL TMB substrato tirpalo
(atSildyto iki kambario temperatiros).

11.UZdenkite plokste plok&telés sandarikliu, apsaugokite
plokste nuo Sviesos ir inkubuokite ant IékStelés purtyklés,
nustatytos  400-600 rpm., 18-28 °C  temperatiroje
30 £ 2 min.

100 pL TMB substratas P
e — /S

—_

ey ESSoeey

¥,
purtymas 400-600 rpm
12.] visus Sulinélius jpilkite 100 yL stop tirpalo. Pipetés
antgaliu pasalinkite oro burbuliukus. Per 30 minuciy
pereikite prie 13 veiksmo.
13.Mikrotitravimo  plokStelés
absorbcijg esant 450 nm.

skaitytuvu  nuskaitykite

100 pL stabdymo tirpalas @

Per 30 minuciy
—

|

Nuskaitykite absorbcija
esant 450 nm
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KOKYBES KONTROLE

Norint sékmingai naudoti gaminj, batina gerai suprasti Sig
naudojimo instrukcijg. Patikimi rezultatai bus gauti tik
naudojant tikslius laboratorinius metodus ir tiksliai laikantis
Sios naudojimo instrukcijos.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA rinkinyje yra trys
kontrolés: neigiama, Zzema ir vidutiné kontrolé. Kontrolés turi
priskirtus verciy diapazonus (% Santykio), nurodytus su
kiekvienu rinkiniu pateiktame KK duomeny lape. Norint gauti

tinkamus rezultatus, kontroliniai matavimai turi bati
nurodytose verciy intervaluose. Be rinkinio kontrolés, vidinei
kokybés kontrolei rekomenduojame naudoti serumo
telkinius.

Kalibratoriui rekomenduojama minimali ODassonm verté 1,2.
Veikimo charakteristikos turi nevirSyti nustatyty riby. Jei
tyrimo atlikimas neatitinka nustatyty riby, o pakartojimas
pasalino technikos klaidas, patikrinkite Sias problemas:
i) temperatdros kontrole (3-9 veiksme naudojami reagentai
laikomi 2-8 °C temperatiroje); ii) termometry pipetavimo ir
laiko matavimo prietaisy tiksluma; iii) ELISA skaitytuvo
nustatymus; iv) reagenty galiojimo laikus; v) laikymo ir
inkubavimo sglygas; vi) TMB substrato tirpalo spalva (turéty
biti bespalvé); vii) vandens grynuma; viii) jsiurbimo ir
plovimo metodus.

Pastaba: 7 ir 8 lentelése pateikti rezultatai yra pavyzdZiai ir
pateikiami tik demonstravimo tikslais.

APRIBOJIMAI
e Didelio procentinio santykio rezultatai (> 100 %)
atskiriems  gangliozidams gali  sukelti  kryZminj

reaktyvumg su kitais gangliozidais tame paciame
meginyje. KryZzminis reaktyvumas paprastai rodo didelj
skirtumg tarp tyrimy. Todél rezultaty aiSkinimas turéty
bati atliekamas tik kartu su ekspertu/specialistu.

o Dél autoimuniniy antikdiny polireaktyvumo ir geografinio
paplitimo skirtumy tyrimo rezultatus turéty naudoti tik
ekspertas/specialistas klinikiniam neuropatijos aiskinimui
paremti, atsizvelgiant | paciento klinikinj vaizda
(3 nuoroda).

« Sis testas nebuvo patvirtintas plazmaferezei.

e Intraveniniai imunoglobulinai (IVIg) gali turéti jtakos
tyrimo rezultatams.

STANDARTIZAVIMAS IR METROLOGINIS
ATSEKAMUMAS

Néra tarptautiniu ar nacionaliniu mastu pripazinty etaloniniy
medziagy ar etaloniniy matavimo procediry antigangliozidy
ar -MAG antikinams serumo méginiuose. BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA yra standartizuotas pagal
viduje nustatytg etalonine medziagg. Kalibratoriaus
reikSmeés yra priskiriamos pagal vertés perdavimo protokolg
(2 nuoroda), kad bidty uztikrintas  metrologinis

ATSKAITINIAI INTERVALAI IR RIBINE VERTE

BUHLMANN  GanglioCombi® MAG ELISA atskaitos
intervalas buvo nustatytas pagal CLSI C28-A3, naudojant
120 serumo méginiy i§ savarankiSkai deklaruoty sveiky
asmeny. Anti-gangliozidy ir anti-MAG  antikiny
pasiskirstymo daznis normaliy kraujo donory organizme
buvo suskirstytas | titry kategorijas: neigiamas
(< 30 % santykis), pilkoji zona (30-50 % santykis) ir
teigiamas (> 50 % santykis). Rezultatai apibendrinti 9
lenteléje. Teigiamumo ribiné verté yra 50 % santykis.

atsekamumas, ir nurodomos savavaliSkais ,% Santykio*

vienetais.

Nustatyta, kad produkto kalibratoriy bendros neapibrézties

95 % pasikliautinasis intervalas yra 29,3 % IgG antikinams

ir 37,6 % IgM antikiinams.

TYRIMO REZULTATY APSKAICIAVIMAS

1. Kiekvienoje duobutéje (kalibratoriaus, kontrolinés
medZiagos ir méginiy) uzrasykite absorbcijg (OD) esant
450 nm.

2. Jei buvo atlikti keli kalibravimo ir kontroliniai matavimai,
apskaiciuokite veréiy vidurkj.

Rezultatai iSreiSkiami kaip meéginiy absorbcijos ir

kalibratoriaus (vidutinés) absorbcijos santykis.

Izotipy misSinys

o méginiy ar kontroliniy medziagy absorbcija

o x 200

santykis:

kalibratoriaus absorbcija

IgG ir IgM izotipai

% méginiy ar kontroliniy medziagy absorbcija

santykis: x 100

kalibratoriaus absorbcija

Daugumoje mikroploksteliy skaitytuvy yra programos,

skirtos rezultatams apskaiciuoti kaip % santykj.
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REZULTATY INTERPRETAVIMAS

1gG/IgM misinys
o -
Antigenas Vertés (% santykis)
<30 30-50 > 50
HNK-1 Zr. anotacijg */** | Zr. anotacijg */**
GM1
GT1a Neidi
eigiamas irkite i$ i
GD1a g T|_r|_<|te IS naujo Teigiamas
véliau
GD1b
GQ1b
3 lentelé
IgG
o -
Antigenas Vertés (% santykis)
<30 30-50 > 50
HNK-1 Zr. anotacijg * | Zr. anotacijg *
GM1
GT1a Neial
eigiamas irkite i$ i
GD1a g T|_r|_<|te IS naujo Tegiamas
véliau
GD1b
GQ1b
4 lentelé
BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



IgM
1o -
e Vertés (% santykis)
<30 30-50 > 50
5 .« | Teigiamas (zr.
HNK-1 Zr. anotacijg ek
anotacijg™*)
GM1
GT1a Neigiamas Tirkite i nai
GD1a |_r_|e|s naujo Tegiamas
véliau
GD1b
GQ1b
5 lentelé
Tyrimo rezultatai turéty badti interpretuojami kartu su

informacija, gauta i$§ klinikinio paciento jvertinimo ir kity
diagnostiniy proceddry.

* MAG neuropatija dazniausiai siejama su IgM izotipo
anti-MAG antikiny buvimu (4 nuoroda).

** Rezultatai nuo 30 % iki 50 % (pilka zona) arba > 50 %
(teigiami) HNK-1, gauti naudojant miSinj arba fermentin;j
Zymenj IgM, gali bati pakartotinai tiriami naudojant anti-MAG
Antibodies ELISA (EK-MAG).

Kryzminis reaktyvumas

Sistemingo kryZminio reaktyvumo nepastebéta méginiams
i8 pacienty, serganciy jvairiomis autoimuninémis ligomis
(14 lentele) ir i§ pacienty, serganciy kitais neurologiniais
sutrikimais (15 lentelé).

VEIKIMO CHARAKTERISTIKOS

Metodo palyginimas

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA su anti-MAG
Antibodies ELISA

Metody palyginimo tyrimas atliktas pagal CLSI gaires EP09-
A3 ir EP12-A2. Simtas dvide$imt du (122) méginiai buvo
iSmatuoti naudojant 2 BUHLMANN GanglioCombi® MAG
ELISA ir 2 anti-MAG Antibodies ELISA partijas. Buvo
nustatytas diagnostinis (kappa) suderinamumas, neigiamas
procentinis suderinamumas ir teigiamas suderinamumas
susitarimas. Suderinamumai pateikti 10 lenteléje.

Laboratorinis tikslumas

Skirta antigangliozidams: 5,7 — 13,2 % CV

Skirta anti-MAG: 14,4 — 36,5 % CV

Laboratorijos tikslumas buvo nustatytas pagal CLSI gaire
EP05-A3, naudojant standartizuotg 20 dieny x 2
paleidimy x 2 pakartojimy tyrimo plang. Buvo istirti trys (3)
jungtiniai paciento serumo méginiai. Rezultatai apibendrinti
11 lenteléje.

Atkuriamumas

Skirta antigangliozidams: 7,7 — 19,1 % CV

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

Atkuriamumas buvo nustatytas pagal CLSI gaire EP05-A3,
naudojant 3  prietaisus/partijas/operatorius x 5 dienas x
5 pakartojimus, kurie sudaro tyrimo plang. Buvo istirti trys (3)
jungtiniai paciento serumo méginiai. Rezultatai apibendrinti
12 lentelgje.

Tuscéioji riba riba
(LoD): < 30 % santykis

LoB ir LoD buvo nustatyti pagal CLSI gaire EP17-A2,
naudojant neparametring analize. Rezultatai apibendrinti

13 lenteléje.

(LoB) = aptikimo

Didelés dozés “kablio” efektas

Jokiy apribojimy dél didelés dozés kablio efekto matavimo
diapazonui nepastebéta.

ISleidimo data: 2026-05-04 6/12

KLINIKINIS VEIKIMAS

Klinikinis efektyvumas buvo jvertintas apibendrinant
recenzuojamos mokslinés literatiros analize. Se$i (6)
tyrimai buvo skirti BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
klinikiniam veikimui diagnozuojant autoimunines periferines
neuropatijas (nuoroda 5-10). Analizés rezultatai ir tyrimo
detalés pateikti atitinkamai 6 ir 16 lentelése.

201 (102 vaiky GBS, 14 CIDP,

N periferiné neuropatija | 1) ~as 41 anti-MAG neuropatiia)

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

Jautrumas (95 % Cl) 68,1 % (39,6 — 87,5 %)

SpecifiSkumas (95 % Cl) | 88,0 % (72,3 — 95,3 %)

ROC AUC 0,85

6 lentelé

GBS, Guillain-Barré sindromas; DC, ne neurologiniy ligy kontrolé;
NC, neurologiné kontrolé; HC, sveika kontrolé; CIDP, |étiné uzdegiminé
demielinizuojanti  polineuropatija; Cl, pasikliautinasis intervalas;
ROC AUC, plotas po imtuvo veikimo charakteristikos kreive

TRUKDZIASIOS MEDZIAGOS

Tyrimo jautrumas geriamiems ir injekciniams vaistams, taip
pat endogeninéms medziagoms buvo jvertintas pagal CLSI
gaire EP0O7-A3. Rezultaty paklaida = £ 20 % Santykis buvo
laikoma trukdziu.

Nebuvo nustatyta jokiy trukdziy Sioms medZiagoms iKi

nurodyty koncentracijy: intraveninis imunoglobulinas
(20 mg/mL), rituksimabas (3 mg/mL), kladribinas
(273 ng/mL), interferonas alfa-2a (49,5 ng/mL),
gabapentinas (26,7 yg/mL), ibuprofenas (0,22 mg/mL),

chlorambucilis (1,96 yg/mL), prednizonas (99 ng/mL),

prednizolonas (1,2 uyg/mL),  reumatoidinis  faktorius
(2340 IU/mL), hemoglobinas (10 mg/mL), hemolizatas
(10 mg/mL),  trigliceridas (15 mg/mL),  konjuguotas
bilirubinas (20 pg/mL), nekonjuguotas bilirubinas

(150 pg/mL).

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



LENTELES IR PAVEIKSLAI

Mikrotitravimo plokstelés nustatymas: IgG/IgM-
misinio Zymuo

Calibrator &
Controls

HNK-1

GM1

GT1a

GD1a

GD1b

GQ1b

1gG/IgM Mix

1

1 2 3 4 5 6

CTRL CAL

AL CTRL
Low

Low Low

7 8 9 10 11 12"
CTRL| g5 [CTRL

CTRL AL CTRL

CAL Low Low

Low

CTRL/ICTRL CTRLCTRLCTRLCTRL CTRLCTRLICTRLCTRL CTRLCTRL

Med | Neg | Med Neg Med  Ne

Med | Neg | Med Neg Med Neg

12 sera IgG/ IgM Mix

1A paveikslas: < 24 serumaif/rinkinyje (2 MP/rinkinyje)

Mikrotitravimo plokstelés nustatymas: IgG ir IgM

Zymuo

Calibrator &
Controls

HNK-1
GM1
GT1a

GD1a
GD1b

GQ1b

I9G
]

IgM
1

f

1 2 3 4 5 6

CTRL
CAL Low CAL Low Low

CTRLCAL CTRL CAL CTRL

"7 8 9 10 1 12

CTRL CAL CTRL

CAL Low Low

Low

CTRLCTRL CTRLCTRLCTRL CTRL CTRLCTRL|CTRLCTRL CTRLCTRL

Med | Neg | Med | Neg |Med Ne

Med Neg | Med Neg | Med Neg

6 sera IgG

6 sera IgM

1B paveikslas: 2 profiliai/serume, < 12 serumai/rinkinyje

(2 MP/rinkinyje)
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w

Rezultaty pavyzdziai

A 1gG/IgM-misSinio Zymuo

Absorbcija Santykis
B-GCO-ELGM (OD450) [%]
Kalibratorius 2,250
2,276
Kalibratoriaus vidurkis 2,263 200
Vidutiné kontrolé 1,834
1,880
Vidutinés kontroles vidurkis 1,857 164
Zema kontrolé 0,513
N 0,510
Zemos kontrolés vidurkis 0,512 45
Neigiama kontrolé 0,040
0,041
Neigiamos kontrolés vidurkis 0,041 4
Méginys 1
HNK-1 0,299 26
Méginys 1
GM1 0,264 23
Méginys 1
GT1a 0,500 44
Méginys 1
GD1a 0,200 18
Méginys 1
GD1b 1,018 90
Méginys 1
GQ1b 0,228 20
7 lentelé
B IgG irIgM zymuo
E tinis 3 Absorbcija Santykis
ermentinis Zzymuo (0D450) [%]
B-GCO-ELG/ IgG IgM 1gG IgM
B-GCO-ELM
Kalibratorius 2,488 2,411
2,446 2,201
Kalibratoriaus vidurkis 2,467 2,306 100 100
Vidutiné kontrolé 1,879 1,734
1,987 1,818
Vidutinés kontrolés vidurkis 1.933 1.776 78 77
Zema kontrolé 0,452 0,501
0,716 0,609
Zemos kontrolés vidurkis 0,584 0,555 24 24
Neigiama kontrolé 0,045 0,048
0,037 0,042
Neigiamos kontrolés vidurkis 0.041 0.045 2 2
Méginys 1
42 21 17 27
HNK-1 0.423 0.6
Méginys 1
M1 2,001 2,102 81 91
Meginys 1 0,521 0,237 21 10
GT1a ’ ’
Méginys 1
1,984 0,821 80 36
GD1a ' '
Méginys 1
0,473 1,923 19 83
GD1b ' '
Méginys 1
4 11 4 4
GQib 0,09 0,9 0
8 lentelé
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LENTELES IR PAVEIKSLAI

Atskaitos intervalas

Atkuriamumas

% normaliy kraujo donory . . Meéginio apraSymas Atkuriamumas
kategorijose Atskaitos riba NI : :
Analite Fermento Kategoriia Vidurkis SD cv
o < 30t 0/30 - 5t0 o > 50t 00 % CI Analité | etiketé [%'A 121 N [% [% %]
santy- santy- santy- izoti i i
o an y- % ar y- % Sar y (90 % CI) (izotipas) santykis] santykis] | santykis]
anti-MAG IgG 96,7 2,5 0,8 25 (15,7 - 39,5) laM 30-50 75 51 4,9 9,7
anti-MAG IgM 99,2 0,8 0,0 20 (18,6 - 28,4) anti- 9 > 50 75 94 7,2 7,7
anti-MAG IgGM 86,7 10,0 3,3 44 (34,8 - 52,9) GM1 Ab i
anti-GM1 1gG 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 - 29,8) IgG 30-50 £ 39 56 145
anti-GM1 IgM 95,8 33 08 24 (14,3 - 40,3) >%0 |75| 106 171 | 161
anti-GM1 IgGM 95,0 4,2 0,8 34 (23,3 - 49,5) 30-50 75 48 3,9 8,2
anti-GT1a IgG 90,0 6.7 33 | 44(359-113,1) anti- IgM ~50 1751 o2 99 107
anti-GT1a IgM 97,5 2,5 0,0 16 (10,3 - 31,8) GQ1b . :
anti-GT1a IgGM 85,0 10,0 5.0 50 (42,4 - 140,3) Ab I9G 30-50 75| 42 81 [191
anti-GD1a I1gG 91,7 5,0 3,3 42 (26,2 - 108,2) > 50 75 78 12,0 15,4
_ F
anti-GD1a |gM 100,0 0,0 0’0 8 (6,6 1214) - 30-50 75 43 14,3 33,2
18 (6.6 - 24.3) i 'oM >50 | 75| 98 231 | 235
anti-GD1a IgGM 88,3 5,8 5,8 53 (35,0 - 118,7) anti- ’ d
anti-GD1b 19G 97,5 1,7 0,8 21 (14,5 - 33,0) MAG Ab loGM 30-50 |75| 42 106 | 250
- F
anti-GD1b IgM 99,2 0,0 0,8 25(?;13_ 5145’7% 250 |75] 97 272|280
anti-GD1b IgGM 95,0 3,3 1,7 30 (22,3 - 71,6) 12 lentele
anti-GQ1b IgG 97,5 2,5 0,0 24 (14,6 - 33,4) LoD ir LoB
anti-GQ1b IgM 99,2 0,8 0,0 8(6,2-17,8)
anti-GQ1b IgGM 95,0 4.2 0,8 31(23,1-46,7) Analite LoB ) LoD )
F motery progripis. M vyry pograpis 9 lentelé Bistsantykis] [% santykis]
' Anti-GM1 IgM Ab 5 21
Anti-GM1 1gG Ab 6 15
Anti-MAG antikiiny palyginimo metodai Anti-MAG IgM Ab 12 26
Apibi- N Kappa NPA PPA Anti-MAG IgG/IgM miSinys Ab 14 27
dinimas agreement ;-
Verté | 95% | Vertt | 95% | Verté | 95% Ant-GQ1b IgM Ab 17
Cl Cl Cl Anti-GQ1b IgG Ab 18
EK-GCM .
EIEMMSAUG 192 088 06,89?7- 100(/)0,0 &19306?;/; 87.5% 7954?;{)0/0 - 13 lentelé
EK-GCM Kryzminis reaktyvumas
19G/IgM Priskirtas antikunas Diagnozé #
0,78 - 89,5% - 78,1% -
misinys | 122 | 087 | Yo | or.o% | R | 89,3 | T Naskullize 3
su ’ ’ ’ Anti-neutrofily citoplazminis Kiti (ANCA teigiami
EK-MAG antikainas (ANCA) e 9 10
10 lentelé pavyzaziai) —
. . ) Sisteminé raudonoji vilkligé | 5
NPA: neigiamas procentinis suderinamumas ) e —— -
PR . . Antibranduoliniai antikiinai Reumatoidinis artritas 9
PPA: teigiamas procentinis suderinamumas - -
o A (ANA) Sjogreno sindromas 6
Cl: patikimumo intervalas — —
Kiti (ANA teigiami méginiai) | 3
L. Ant:!(inau pries tiroglobulinus Autoimuninis tiroiditas 5
Laboratorinis tikslumas (anti-Tg)
Antikdinai prie$ Misri jungiamojo audinio
Méginio aprasymas Laboratorinis tikslumas ribonukleoproteinus liga 1
Fermento | Numatyta Vidurkis SD Anti-GQ1b, anti-GM1, anti- Autoimuninés periferinés 1
- " kategorija 5 5 cv GD1b tii
Analité etikete 5 N [% [% 5 neuropatijos
(izotipas) [% - santykis] | santykis] [%l] Antikiinai prie$ acetilcholing ir
santykis] ifine tirozino ki Myasthenia gravis 7
o 30-50 80 48 35 72 specifine tirozino kinaze
anti- g > 50 80 91 6,2 6,8 14 lentelé
GM1 Ab IgG 30-50 80 40 5,1 12,9 Periferinés neuropatijos #
> 50 80 106 13,1 12,4 Alkoholikas 1
IgM 30-50 80 45 2,6 57 Diabetikas 5
GQa?tt)I-Ab > 50 80 25 6.7 17‘82 Periferinés neuropatijos imitacijos sutrikimai #
lgG 30-50 80 3 5.7 3. Amiotrofiné lateraliné sklerozé (ALS) 15
> 50 80 80 6,9 8,6 Sarkoidoze 4
arkoidozé
M 30-50 |80 34 6,3 18,7 Vol T ——vry 2
anti- 9 > 50 80 72 104 144 a enstr9m makroglobulinemija (WM) .
MAGAb [ 3050 |80 | 27 96 | 353 Chagaso liga :
g >50 | 80| 51 188 | 36,5 15 lentelé
11 lentelé
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LENTELES IR PAVEIKSLAI

Klinikinis veikimas

GBS, Guillain-Barré sindromas; DC,

ne neurologiniy ligy kontrolé;

Tyrimas Teigiamos | Neigiamos | Epitopas | Jautru- | Speci-
kontrolés kontrolés mas fisku-
(atvejai) mas
Hashemilar | Pediatrinis | DC GM1 0,51 0,89
etal., 2014 | GBS (n=35)
(n = 45) GQ1b 0,56 0,74
Sharma et Pediatrinis | NC GM1 0,82 0,33
al., 2011 GBS (n=42)
(n=57)
DC 0,83
(n=35)
Khandelwal | GBS HC GM1 0,31 0,74
etal., 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von GBS, NC GM1 0,30 0,93
Allmen et CIDP (n=100)
al., 1998 (n=19,
14) HC 0,95
(n=110)
Spatola et GBS DC GQ1b 0,92 0,97
al., 2016 (MFS) (n=34)
(n=12)
Delmontet | MAG- NC HNK-1 0,98 0,99
al., 2019 neuropatija | (n=112) (MAG)
(n=41)
HC
(n=6)
16 lentelé

NC, neurologiné kontrolé; HC, sveika kontrole; MFS, Miller Fisher
sindromas; CIDP, létiné uzdegiminé demielinizuojanti polineuropatija

ISleidimo data: 2026-05-04
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TRUMPAS PROTOKOLAS

Svarbu: trumpas protokolas nepakeicia iSsamios informacijos, pateiktos Sioje naudojimo instrukcijoje.

Pries tyrimo dieng

Plovimo buferio paruosimas

Praskieskite plovimo buferio koncentrata
santykiu 1:10 dejonizuotu vandeniu

Rekomendacija: paruo$kite plovimo
buferj dieng prie§ tyrima ir per naktj

laikykite Saldytuve.
Tyrimo diena
Méginiy/kontroliy/kalibratoriy paruoSimas
Serumo méginius praskiesti 1:50 (Saltu!) Atkurti kontrole
inkubaciniu buferiniu tirpalu ir gerai ir kalibratoriy

sumaisyti kratant

C palikite 30 minuciy 2-8 °C temperatiroje

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA

IS anksto padengta mikrotitravimo plokstelé

< plaukite 2 x su = 300 uL (Saltu!) plovimo buferiu

A 4

100 pL kalibratoriaus, kontroliy ar serumo méginiai (1:50)

< inkubuokite 2 valandas (+ 5 min) esant 2-8 °C
C plaukite 3 x su = 300 uL (3altu!) plovimo buferiu

\ 4

pridekite 100 pL fermentinio (-iy) Zymens (-u)

< inkubuokite 2 valandas (+ 5 min) esant 2-8 °C
& plaukite 3 x su2 300 uL (Saltu!) plovimo buferiu

v

pridékite 100 yL TMB substrato (aplinkos temperattiros)!

C inkubuokite 30 min (+2 min) esant 18-28 °C
ant plokstelés purtykles ~400-600 rpm.

\ 4

pridékite 100 pL stabdymo tirpalo (aplinkos temperattros)!

=) Nuskaitykite absorbcijg esant 450 nm (per 30 minuéiy)

LAIKAS IKI REZULTATO: 5 VALANDOS
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PAKEITIMAI

Data Versija Pakeitimas

Numatomos paskirties tikslinimas, pridedant informacijg apie tyrimo automatizavima,
tiriamaja populiacijg ir numatytg naudotoja.

2026-05-04 A3 Skyriy Méginiy émimas ir sandéliavimas ir Trumpas protokolas atnaujinimas.
Elektroninés naudojimo instrukcijos Zenklo atnaujinimas pirmame puslapyje ir susijusi
informacija skyriuje Simboliai (taikyti tik angly kalbos dokumenty versijai)

PRANESIMAS APIE |VYKIUS ES VALSTYBESE NARESE

Jei jvyko koks nors rimtas incidentas, susijes su Siuo jrenginiu, nedelsdami prane3kite gamintojui ir savo valstybés narés
kompetentingai institucijai.

PRISTATYMO ZALA

Praneskite savo platintojui, jei gavote sugadintg produkta.
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SIMBOLIAI

BUHLMANN naudoja simbolius ir Zenklus, idvardytus ir apradytus ISO 15223-1.
Apibrézimas Simboliy Zodynélj zZr. nuoroda: www.buhlmannlabs.ch/support/downloads/

Taip pat naudojami Sie simboliai ir Zenklai:

Simbolis

Paaiskinimas

Mikrotitro plokstelé

[BUF|WASH| 10X

Plovimo buferio koncentratas (10x)

BUF|INC

Inkubavimo buferis

Kalibratorius

Neigiama kontrolé

Zema kontrolé

Vidutiné kontrolé

Fermentinis Zymuo IgG

Fermentinis zymuo IgM

Fermentinis zymuo IgG/IgM miSinys

TMB substratas

Stop tirpalas

ISleidimo data: 2026-05-04
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