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ESPANOL

REACTIVOS SUMINISTRADOS Y PREPARACION

USO PREVISTO

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA es un ensayo de
diagndstico in vitro para la determinacién semicuantitativa
de anticuerpos IgG y/o IgM contra determinados
epitopos/antigenos neurales en muestras de suero. Los
resultados del ensayo se pueden utilizar, junto con otros
hallazgos clinicos y de laboratorio, para respaldar el
diagndstico de neuropatias periféricas autoinmunes.

Solo para uso en laboratorio.

Reactivos Cantidad Cadigo Reconstitucion
. . ., | Tiras de
Placa de microtitulacion 2%12 x 8 B-GCM-

i i . Listo para usar
Previamente recubierta pocillos con | MP p

con gangliésidos y HNK-1 | 11 4rc0

APLICACION PREVISTA

Los tres marcadores enzimaticos incluidos en el kit permiten
llevar a cabo tres algoritmos de analisis diferentes:

1. El analisis con la mezcla de conjugados de IgG/IgM (en
lo sucesivo "la mezcla") permite realizar un cribado de la
presencia de anticuerpos antineurales que pudieran
indicar una neuropatia autoinmune.

2. El andlisis con conjugados de IgG y/o IgM individuales
permite determinar el isotipo de los anticuerpos.

3. Larutina de chequeo completa puede incluir un cribado
inicial de las muestras utilizando la mezcla (opcion 1)
seguido de la diferenciacion de las muestras positivas
para la mezcla utilizando conjugados de IgG e IgM
individuales (opcién 2) en caso necesario.

Pelicula de sellado 6 unidades
Concentrado de tampon Diluir con
de lavado (10x) 2 :rggcoi \?\;EC; CO- 900 mL de agua
con conservantes X m desionizada
T 6n de incubacié 1fi

ampon de incubacion rasco B-GCO-IB | Listo para usar
con conservantes x 100 mL
Calibrador Anadir 1,5 mL
liofilizado con 1 vial B-GCO-CA |de tampédn de
conservantes incubacion
Controles negativo, o
bajo y medio ! ) B-GCO- Afadir 1,'5 mL
liofilizado con 3 viales CONSET .de tag)mpgn de
conservantes Incubacion
Mezcla de marcadores
enzimaticos IgG/igM
anticuerpos anti-IgG e IgM| 2 viales B-GCO- List
humanas conjugados con | x 11 mL ELGM %0 para usar
HRP en una matriz
tampoén con conservantes
Marcador enzimatico IgG
anticuerpo anti-IgG 1 vial B-GCO-

humana conjugado con Listo para usar
HRP en una matriz

tampoén con conservantes

x 11 mL ELG

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA permite
medir en suero anticuerpos contra gangliésidos y contra la
glicoproteina asociada a la mielina (MAG). La placa de
microtitulacion esta recubierta con gangliésidos GM1,
GT1a, GD1a, GD1b, GQ1b y con el epitopo HNK-1
sintetizado quimicamente de la glicoproteina MAG (ref. 1).
Se afaden a los pocillos de la placa de microtitulacién los
sueros de paciente, controles y el calibrador. Tras 2 horas
de incubaciéon a 2-8 °C y los correspondientes pasos de
lavado, los anticuerpos de deteccion (anti-IgG/IgM, anti-IgG,
anti-lgM) conjugados con peroxidasa de rabano picante
(HRP) detectan los anticuerpos antigangliésidos y/o anti-
MAG unidos a los gangliésidos o el HNK-1 inmovilizados en
la placa. Tras otras 2 horas de incubaciéon y los
consiguientes pasos de lavado, se afiade el sustrato de
HRP cromogénico tetrametilbencidina (TMB) (formacién de
un color azul) seguido de una reaccion de parada (viraje al
amarillo). Se mide la absorcién a 450 nm.

La absorbancia medida es proporcional al titulo de
anticuerpos presente en una muestra dada. Los titulos de
anticuerpos se expresan como relaciones porcentuales con
respecto al calibrador y pueden clasificarse en categorias
(negativo, zona gris, positivo).
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Marcador enzimatico
IgM

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

1 vial B-GCO-

%11 mL ELM Listo para usar

Sustrato de TMB 2 viales

B-TMB List
TMB en tampon de citrato | x 11 mL 150 para usar
Solucion de parada 2 viales B-STS Listo para usar
acido sulftirico 0,25 M x 11 mL Agente
corrosivo

Tabla 1
' Los controles contienen niveles de anticuerpos anti-GM1 especificos del
lote. Consultar en la ficha de datos de CC separada los valores concretos
de DO media y relacion porcentual.

CONSERVACION Y PERIODO DE VALIDEZ DE LOS
REACTIVOS

Reactivos sellados/ sin abrir

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

Reactivos sellados/ sin abrir

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

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

Placa de
microtitulacion

Tampon de lavado
diluido

Tampon de
incubacion

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

Sustrato de TMB

Calibrador

Controles

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

Tabla 2

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



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

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

e Probeta de 1000 mL para la diluciéon del tampén de
lavado

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

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

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Precauciones de seguridad

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

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

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

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

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

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

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

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

Precauciones técnicas

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

Procedimiento ELISA

Temperatura de los reactivos
e Preparar los reactivos antes de iniciar el procedimiento

Preparar el tampén de lavado el dia antes de realizar el
ensayo y dejarlo en la nevera hasta el dia siguiente.

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

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

Pasos de lavado

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

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

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

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

Componentes del kit

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

¢ No mezclar reactivos de lotes diferentes.

e Deben extremarse las precauciones para evitar la
contaminacion cruzada entre reactivos y muestras o
entre pocillos.

¢ Los micropocillos no pueden ser reutilizados.

RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

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

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

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

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Hay dos opciones:
(1) Deteccion de isotipos mixtos (IgG e IgM): afiadir la
mezcla de marcadores enzimaticos en el paso 7

(2) Deteccion de isotipos 1gG o IgM: afiadir bien el
marcador enzimatico de IgG o el marcador enzimatico

de IgM en el paso 7

de ensayo. Pasos 3-9: Los reactivos utilizados en los
pasos 3-9 deben estar frios (2-8 °C) y mantenerse frios
durante el pipeteado y el lavado. Recomendacion:
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Nota: Atemperar la solucion de sustrato TMB a temperatura
ambiente (18-28 °C).
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1. Diluir las muestras en proporcion 1:50 con tampoén de
incubacion. Utilizar, por ejemplo, 20 uL de suero + 980 uL
de tampdn de incubacion jfrio! (2-8 °C). Mezclar bien
mediante agitacion vorticial y dejar tanto las muestras
diluidas como el calibrador y los controles reconstituidos a
2-8 °C durante 30 minutos antes de proceder al pipeteo
(consultar los pasos 4a y b).

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

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

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

300 L de tampon de
lavado jfrio!

M

— vaciar y golpear

lavar 2 x

Nota: Pase inmediatamente a los pasos siguientes.

4a.Pipetear 100 pL de calibrador en el pocillo A1 (consultar
la Figura 1A para la opcion 1 o la Figura 1B para la
opcion 2).

4b.Pipetear 100 yL de control medio en el pocillo B1, de
control bajo en el pocillo A2 y de control negativo en el
pocillo B2 (consultar la Figura 1A o 1B).

Nota para la opcion 1: Si se utilizan mas de tres tiras por

ejecucion, el calibrador y los controles pueden ensayarse

por duplicado (ver la Figura 1A).

Nota para la opcion 2: El calibrador y los controles deben

ensayarse por separado para los isotipos IgG e IgM (ver la

Figura 1B).

4c. Pipetear 100 pL de la muestra diluida 1 en los pocillos
C1 a H1 (consultar la Figura 1A o 1B).

4d.Pipetear 100 pyL de la muestra diluida 2 en los pocillos
C2 a H2 (consultar la Figura 1A o 1B).

4e.Pipetear 100 pL de las muestras diluidas 3 a 24 (para la
opcion 1) o 3 a 12 (para la opcién 2) en pocillos
sucesivos (consultar la Figura 1A o 1B).

Nota para la opcién 2: Repetir el pipeteo de las muestras 1

a 12 en el mismo orden en los pocillos restantes para el

analisis con el segundo isotipo.

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

Fecha de liberacién: 2023-08-17
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6. Retirar la pelicula de sellado. Vaciar los pocillos y lavar

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

100 pL de calibrador/ G« ;
100 yL de controles/ 2h
100 yL de muestras

@2-8°C

lavar 3 x
vaciar y golpear 1 x

Para la opcion 1: Deteccidon de isotipos mixtos
7. Afadir 100 pL de la mezcla a los pocillos.

Para la opcion 2: Deteccidn de isotipos IgG o IgM

7’. Afadir 100 pL de bien el marcador enzimatico de 1gG o
el de IgM a los pocillos respectivos (consultar la Figura
1B).

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

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

Opcion 1

100 pL de la mezcla
de marcadores
___enzimaticos

lavar 3 x
vaciar y golpear 1x

Opcion 2
100 pL del marcador
enzimatico de 1gG o
del marcador 2h
enzimatico de IgM

lavar 3 x
vaciar y golpear 1x

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

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

&

30 min.

100 uL de solucién de
sustrato TMB

agitar a 400-600 rpr/n

12. Anadir 100 ul de solucion de parada a todos los pocillos.
Eliminar las burbujas de aire con la punta de una pipeta.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



Proceder al paso 13 antes de que transcurran 30
minutos.

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

100 uL de solucién de parada @

antes de 30 min.
—_

leer la absorbancia a 450 nm

CONTROL DE CALIDAD

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

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

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

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

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

CALCULO DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO
1. Registrar la absorbancia (DO) a 450 nm de cada pocillo
(calibrador, controles y muestras).

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

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

Isotipos mixtos
absorbancia de muestras o controles

% Ratio: x 200
absorbancia del calibrador
Isotipos IgG e IgM
absorbancia de muestras o controles
x 100

% Ratio:
absorbancia del calibrador

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

Nota: Los resultados que se presentan en las Tablas 7 y 8
son ejemplos que se facilitan con fines de demostracion
Unicamente.

ESTANDARIZACION Y TRAZABILIDAD
METROLOGICA

No existen materiales de referencia ni procedimientos de
referencia reconocidos a nivel nacional o internacional para
la medicion de anticuerpos contra gangliésidos o MAG en
muestras de suero. El ensayo BUHLMANN GanglioCombi®
MAG ELISA ha sido estandarizado con respecto a un
material de referencia interno. Los valores de calibrador se
asignan con arreglo a un protocolo de transferencia de
valores (ref. 2), a fin de garantizar la trazabilidad
metroldgica, y se indican en unidades arbitrarias de relacion
porcentual ("% Ratio").

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

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

e Debido a la polirreactividad de los anticuerpos
autoinmunes y sus diferencias geograficas de
prevalencia, los resultados del ensayo se deben utilizar
Unicamente para respaldar la interpretacion clinica de la
neuropatia hecha por un experto/especialista junto con
el cuadro clinico del paciente (ref. 3).

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

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

pueden

INTERVALOS DE REFERENCIA Y PUNTOS DE
CORTE

El intervalo de referencia del ensayo BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA se establecié segun la norma
C28-A3 del CLSI utilizando 120 muestras de suero de
personas que se autodeclararon sanas. La frecuencia de
distribucion de anticuerpos antigangliésidos y anti-MAG en
donantes de sangre normales se clasificé en categorias de
titulo: negativo (<30% Ratio), zona gris (30-50% Ratio) y
positivo (>50% Ratio). Los resultados se resumen en la
Tabla 9. El valor de corte para la positividad es del 50%
Ratio.

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Mezcla de IgG/igM
o :
Antigeno Valores (% Ratio)
<30 30-50 >50
HNK-1 Cons:;l*t*ar la Cons:;l*t*ar la
nota */ nota */
GM1
GT1a Negativo Repetir la
GD1a prueba mas | Positivo
GD1b adelante
GQ1b
Tabla 3
IgG
o "
R Valores (% Ratio)
<30 30-50 >50
HNK-1 Cons:JItar la Cons*ultar la
nota nota
GM1
GT1a Negativo Repetir la
GD1a prueba mas Positivo
GD1b adelante
GQ1b
Tabla 4
IgM
o "
R Valores (% Ratio)
<30 30-50 >50
Positivo
HNK-1 Cons:J*ltar la (consultar la
nota o
nota **)
GM1
Negativo
GT1a g Repetir la
GD1a prueba mas | Positivo
GD1b adelante
GQ1b
Tabla 5

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

* La neuropatia anti-MAG se asocia habitualmente con la
presencia de anticuerpos anti-MAG del isotipo IgM (ref. 4).
** Los resultados comprendidos entre el 30 y el 50% (zona
gris) o > 50% (positivos) obtenidos para HNK-1 con la
mezcla o con el marcador enzimatico de IgM pueden
reensayarse con anti-MAG Antibodies ELISA (EK-MAG).

Precision intralaboratorio

Para antigangliésidos: 5,7 — 13,2% CV

Para anti-MAG: 14,4 — 36,5% CV

La precision intralaboratorio se determind segun la norma
EP05-A3 del CLSI utilizando el disefio de estudio
estandarizado de 20 dias x 2 ejecuciones x 2 réplicas. Se
ensayaron tres (3) muestras de suero combinado de
pacientes. Los resultados se resumen en la Tabla 11.

Reproducibilidad

Para antigangliésidos: 7,7 - 19,1% CV

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

La reproducibilidad se determind segun la norma EP05-A3
del CLSI utilizando un disefio de estudio de 3
instrumentos/lotes/operadores x 5 dias x 5 réplicas. Se
ensayaron tres (3) muestras de suero combinado de
pacientes. Los resultados se resumen en la Tabla 12.

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

ElI LB y el LD se determinaron segun la norma EP17-A2 del
CLSI utilizando el analisis no paramétrico. Los resultados se
resumen en la Tabla 13.

Efecto gancho a dosis altas

No se observd ninguna limitacién del rango de medicidon
debida a un efecto gancho a dosis altas.

Reactividad cruzada

No se observé ninguna reactividad cruzada sistematica
entre muestras de pacientes con distintas enfermedades
autoinmunes (Tabla 14) o de pacientes con otros trastornos
neurolégicos

(Tabla 15).

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Comparacion de métodos

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA frente a anti-
MAG Antibodies ELISA

El estudio de comparacion de métodos se realizé segun las
normas EP09-A3 y EP12-A2 del CLSI. Se midieron ciento
veintidos (122) muestras utilizando 2 lotes de BUHLMANN
GanglioCombi® MAG ELISA y 2 lotes de anti-MAG
Antibodies ELISA. Se determinaron las concordancias
diagndstica (kappa), de porcentaje negativo y de porcentaje
positivo. Dichas concordancias se presentan en la Tabla 10.
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RENDIMIENTO CLIiNICO

El rendimiento clinico se evalué mediante un analisis de
compendio de la bibliografia en revistas cientificas con
revision por pares. Seis (6) estudios abordaban el
rendimiento clinico del ensayo BUHLMANN GanglioCombi®
MAG ELISA en el diagndstico de neuropatias periféricas
autoinmunes (ref. 5-10). Los resultados del analisis y los
detalles de los estudios se ofrecen en la Tabla6 y la
Tabla 16 respectivamente.

N° de neuropatias
periféricas

201 (102 SGB pediatricos, 14 PDIC, 44
SGB, 41 neuropatias anti-MAG)

N° de controles 493 (104 CNN, 254 CN, 135 CS)

Sensibilidad (IC al 95%) 68.1 % (39.6 — 87.5%)

Especificidad (IC al 95%) | 88.0 % (72.3 — 95.3%)

ABC ROC 0.85

Tabla 6

SGB: sindrome de Guillain-Barré; CNN: control con enfermedad no
neurolégica; CN: control con enfermedad neuroldgica; CS: control sano;
PDIC: polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica; IC: intervalo de
confianza; ABC ROC: area bajo la curva ROC (curva caracteristica
operativa del receptor)
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SUSTANCIAS INTERFERENTES

La susceptibilidad del ensayo a farmacos orales e
inyectables, asi como a sustancias enddégenas, se evalué
segun la norma EPQ07-A3 del CLSI. Cualquier sesgo en los
resultados = + 20% Ratio se consider6 una interferencia.

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

Configuracion de la placa de microtitulacion: Mezcla

de marcadores de IgG/IgM

1gG/IgM Mix
L
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) AL CTRL CAL CTRL CAL CTRL CAL CTRL CAL
Calibrator & Low Low Low Low Low
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12 sera IgG/ IgM Mix
Figura 1A: < 24 sueros / kit (2 placas / kit)
Configuracioén de la placa de microtitulacién:
Marcadores de IgG e IgM
19G IgM
I 1 \ ! 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Calibrator & CAL Low Low Low Low Low

CTRL AL CTRLCAL CTRL| ~aL [CTRL CAL CTRL oL CTRL

Low
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6 sera IgG 6 sera IgM

Figura 1B : 2 perfiles / suero, < 12 sueros / kit (2 placas / kit)
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Ejemplo de resultados
A Mezcla de marcadores de IgG/IgM

Absorbancia Ratio
B-GCO-ELGM (DO450) [%]
Calibrador 2,179
2,477
Calibrador promediado 2,328 100
Control medio 1,737
1,891
Control medio prom. 1,814 78
Control bajo 0,662
0,460
Control bajo prom. 0,561 24
Control negativo 0,044
0,046
Control negativo prom. 0,045 2
Muestra 1
HNK-1 0,234 10
Muestra 1
M1 0,543 23
Muestra 1
GT1a 1,976 85
Muestra 1
GD1a 0,621 27
Muestra 1
GD1b 0,734 32
Muestra 1
GQ1b 2,573 111
Tabla 7
B Marcadores de IgG e IgM
Marcador enzimatico Absorbancia Ratio
(DO450) [%]
B-GCO-ELG/ IgG IgM 1gG IgM
B-GCO-ELM
Calibrador 2,488 2,411
2,446 2,201
Calibrador promediado 2,467 2,306 100 100
Control medio 1,879 1,734
1,987 1,818
Control medio prom. 1,933 1,776 78 77
Control bajo 0,452 0,501
0,716 0,609
Control bajo prom. 0,584 0,555 24 24
Control negativo 0,045 0,048
0,037 0,042
Control negativo prom. 0,041 0,045 2 2
Muestra 1
HNK-1 0,423 0,621 17 27
Muestra 1
M1 2,001 2,102 81 91
Muestra 1 0,521 0.237 21 10
GT1a ’ ’
Muestra 1
GD1a 1,984 0,821 80 36
Muestra 1
GD1b 0,473 1,923 19 83
Muestra 1
GQib 0,094 0,911 4 40
Tabla 8
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Intervalo de referencia

Reproducibilidad

Porcentajes de donantes de Limite de Descripcion de la muestra Reproducibilidad
sangre normales en cada referencia -
i categoria LETEEL ST (B Media DE Ccv
Analito (IC al 90%) Analito | enzimatico | esperada | N [%Ratio] | [%Ratio] | [%]
<30 30 - 50 >50 g (isotipo) | [%Ratio] ¢ ¢ 5
. %Ratio %Ratio  %Ratio N 30-50 75 51 4.9 9.7
[e]€] antl.-MAG 96,7 2,5 0,8 25 (15,7 — 39,5) Anti- 9 ~50 75 94 7.2 77
IgM anti-MAG 99,2 0,8 0,0 20 (18.6 — 28,4) cuerpo
IgGM anti-MAG 86,7 10,0 3,3 44 (34,8 — 52,9) anti-GM1 19G 30-50 |75] 39 56 145
IgG anti-GM1 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8) >50 75 106 17,1 16,1
QG ani- VT | o80—|42 |08 | s (25 3-0%) gu |00 TS| 48 | 90 |62
g anti- . ) ) 9 — 49, Anti- 9
IgG anti-GT1a 90,0 6,7 33 | 44(359-113,1) cuerpo >80 75| 92 99 |107
IgM anti-GT1a 97,5 25 0,0 16 (10,3 - 31,8) anti-GQ1b G 30-50 |75| 42 81 [191
IgGM a_nti-GT1a 85,0 10,0 5,0 50 (42,4 — 140,3) 9 >50 75 78 12,0 |154
IgG anti-GD1a 91,7 5,0 3,3 428 ((266(,32_—11205),3) - oM 3050 |75 23 143|332
IgM anti-GD1a 100,0 0,0 0,0 18 (6,6 — 24,3) cuerpo >50 75 98 23,1 23,5
IgGM anti-GD1a 88,3 5.8 5.8 53 (35,0 — 118,7) anti-MAG IgGM 3050 |75| 42 10,6 25,0
IgG anti-GD1b 97,5 1,7 0,8 21 (14,5 — 33,0) >50 |75] 97 272|280
IgM anti-GD1b 99,2 0,0 0,8 15 (6,3~ 155" Tabla 12
’ ' ’ 9 (6,4 — 54,7\
IgGM anti-GD1b 95,0 3,3 1,7 30 (22,3 -71,6) LDyLB
IgG anti-GQ1b 97,5 25 0,0 24 (14,6 — 33,4) B )
IgM anti-GQ1b 99,2 0,8 0,0 8(6,2—-17,8) Analito o . o .
IgGM anti-GQ1b | _ 95,0 4.2 0.8 31 (23,1 — 46,7 : : [% Ratio] [% Ratio]
F subgrupo de mujeres. M subgrupo de hombres Tabla 9 Anticuerpo IgM anti-GM1 5 21
Anticuerpo IgG anti-GM1 6 15
Comparacion de métodos: anticuerpos anti-MAG Anticuerpo IgM ant-MAG | 12 26
- - Mezcla de anticuerpos
Descripc | N Concordancia CPN CPP . 14 27
i6n kappa 1gG/IgM anti-MAG
Valor | 95% Valor 95% Valor 95% Anticuerpo IgM anti-GQ1b 17
IC IC IC - .
EK-GCM | 12 | 088 | 0,80- | 100,0% | 94,6% - | 87.5% | 75.9%- Anticuerpo IgG anti-GQ1b 18
IgM vs. 2 0,97 100,0% 94,8% Tabla 13
EK-MAG
EK-GCM 12 0,87 0,78 - 97,0% | 89,5% - | 89,3% | 78,1%-
mezcla | 2 0,96 99,6% 96,0% Reactividad cruzada
19G/IgM
V:ﬂfg Anticuerpo asignado Diagnéstico #
. . S Vasculitis 3
Tabla 10 Anticuerpos anticitoplasmicos —
. . . e Otros (muestras positivas
CPN: Concordancia de porcentaje negativo de neutrdfilos (AACN) por AACN) 10
CPP: Concordancia de porcentaje positivo -
. Lupus eritematoso
IC: Intervalo de confianza e 5
sistémico
. . Anticuerpos antinucleares Artritis reumatoide 9
Precisién intralaboratorio (AcAN) Sindrome de Sjogren 6
Descripcion de la muestra Precisién intralaboratorio Otros (muestras positivas 3
Marcador | Categoria . por AcAN)
. s Media DE cv : pro :
Analito | enzimatico | esperada | N | . o . o Anticuerpos antitiroglobulina o .
(isotipo) [%Ratio] [%Ratio] | [%Ratio] | [%] (anti-Tg) Tiroiditis autoinmune 5
laM 30-50 80 48 3,5 7,2 Anticuerpos Enfermedad mixta del 1
Anticuerpo 9 >50 80 91 6,2 6,8 antirribonucleoproteina tejido conjuntivo
anti-GM1 30-50 80 40 5,1 12,9 Anti-GQ1b, anti-GM1, anti- Neuropatias periféricas 1
19G ;
g >50 80 106 13’1 12’4 GD1b . autoinmunes
30-50 80 45 26 57 Antlguerpos anti .re.cep.tor de . .
. IgM 50 80 85 6.7 78 acetilcolina y anti tirosina- Miastenia grave 7
Anticuerpo ’ ’ cinasa especifica del masculo
anti-GQ1b 30-50 80 43 5,7 13,2 Tabla 14
IgG apbla
>50 80 80 6,9 8,6
30-50 80 34 6,3 18,7 - v
IgM Neuropatias periféricas #
Anticuerpo >50 80 72 10,4 14,4 Alcoholi 1
ant-MAG | 3050 |80| 27 96 |353 conotea -
9 550 | 80| 51 188 | 36,5 Diabética
Tabla 11 Trastornos que imitan neuropatias periféricas #
Esclerosis lateral amiotrofica (ELA) 15
Sarcoidosis 4
Macroglobulinemia de Waldenstrém (MW) 4
Enfermedad de Chagas 5
Tabla 15
Fecha de liberacion: 2023-08-17 9/13 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



TABLAS Y FIGURAS

Rendimiento clinico

Estudio Controles | Controles | Epitopo | Sensi- | Especi-
positivos negativos bilidad | ficidad
(casos)
Hashemilar | SGB CNN GM1 0,51 0,89
et al.,, 2014 | pediatrico (n=35)
(n = 45) GQ1b 0,56 0,74
Sharmaet | SGB CN GM1 0,82 0,33
al., 2011 pediatrico (n=42)
(n=57)
CNN 0,83
(n=235)
Khandelwal | SGB Cs GM1 0,31 0,74
etal, 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von SGB, CN GM1 0,30 0,93
Allmen et PDIC (n=100)
al., 1998 (n=19,
14) Cs 0,95
(n=110)
Spatola et SGB CNN GQ1b 0,92 0,97
al., 2016 (SMF) (n=234)
(n=12)
Delmont et | Neuropatia | CN HNK-1 0,98 0,99
al., 2019 anti-MAG (n=112) (MAG)
(n=41)
Cs
(n=6)
Tabla 16

SGB: sindrome de Guillain-Barré; CNN: control con enfermedad no
neuroldgica; CN: control con enfermedad neurolégica; CS: control sano;
SMF: sindrome de Miller Fisher; PDIC: polineuropatia desmielinizante
inflamatoria cronica
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PROTOCOLO BREVE

BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA

Placa de microtitulacion previamente recubierta

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

v

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

C incubar durante 2 horas (+5 minutos) a 2-8 °C
< lavar 3 veces con 2300 uL de tampdn de lavado (jfrio!)

v

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

C incubar durante 2 horas (+5 minutos) a 2-8 °C
C lavar 3 veces con 2300 uL de tampdn de lavado (jfrio!)
y

\

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

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

\ 4

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

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

TIEMPO HASTA EL RESULTADO: 4,5 HORAS

Fecha de liberacion: 2023-08-17 11/13 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA
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REGISTRO DE LOS CAMBIOS

Fecha Version Cambios

Modificacion del Uso previsto y del nombre del producto

Retirada del gangliésido GM2 e introduccion del gangliésido GT1a

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

Nuevas estabilidades durante el periodo de uso de los reactivos

Actualizacién del apartado Advertencias y precauciones

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

Nueva redaccién del apartado Control de calidad

Actualizacién del apartado Limitaciones

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

Introduccion del apartado Resultados clinicos

Revisién de los apartados Referencias y Simbolos

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

2023-08-17 A1

NOTIFICACION DE INCIDENTES EN LOS ESTADOS MIEMBROS DE LA UE

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

DANOS DURANTE EL TRANSPORTE

Notificar al distribuidor si este producto se ha recibido danado.

Fecha de liberacion: 2023-08-17 12/13 BUHLMANN GanglioCombi® MAG ELISA



SIMBOLOS

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

Simbolo

Explicacién

Placa de microtitulaciéon

IBUFIWASH]|10X]

Concentrado de tampon de lavado (10x)

BUF|INC

Tampon de incubacion

Calibrador

Control negativo

Control bajo

Control medio

Marcador enzimatico IgG

Marcador enzimatico IgM

MIX Mezcla de marcadores enzimaticos IgG/IgM
SUBS|TMB Sustrato de TMB
SOLN|STOP Solucién de parada

Fecha de liberacién: 2023-08-17
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