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DEUTSCH

VERWENDUNGSZWECK

Der anti-GM1 Antibodies ELISA ist ein in vitro diagnostischer
Assay fur die semi-quantitative Bestimmung von IgG-
und/oder IgM-Antikérpern gegen die neuralen
Antigene/Epitope GM1 in Serumproben von Patienten mit
Verdacht auf oder diagnostizierter autoimmuner peripherer
Neuropathie. Assay-Ergebnisse kénnen in Verbindung mit
anderen klinischen und Laborbefunden die Diagnose von
autoimmunen peripheren Neuropathien unterstutzen.

Nur fir den Laborgebrauch durch medizinisches
Fachpersonal. Nicht automatisiert.

TESTPRINZIP

Der anti-GM1 Antibodies ELISA ermdglicht das Messen von
Antikdrpern gegen GM1 (Gangliosid M1) in Serum. Die
Mikrotiterplatte ist mit dem GM1-Gangliosid beschichtet:

Zu den Wells der Mikrotiterplatte werden Patientenseren,
Kontrollen und Kalibratoren hinzugegeben. Nach einer
zweistlindigen Inkubationszeit bei 2-8 °C und
Waschschritten, weisen mit Meerrettichperoxidase (HRP)
konjugierte Nachweis-Antikorper (anti-lgG, anti-IgM) die
anti-GM1-Antikérper nach, die an das immobilisierte GM1-
Gangliosid auf der Platte gebunden sind. Nach weiteren
2 Stunden Inkubationszeit und weiteren Waschschritten
wird das chromogene HRP-Substrat Tetramethylbenzidin
(TMB) hinzugegeben (blaue Farbung), gefolgt von einer
Stopp-Reaktion (Farbwechsel zu gelb). Die Absorption wird
bei 450 nm gemessen.

Die gemessene Absorption ist proportional zum Titer der
anti-GM1-Antikérper, die in einer gegebenen Probe
vorliegen. Antikdrpertiter werden als %-Verhaltnis des
Kalibrators ausgedrickt und koénnen Titerkategorien
zugeordnet werden (negativ, Grauzone, positiv).

Reagenzien Menge Code Rekonstitution
Enzymmarker IgM
anti-Human IgM-Antikérper, 1 Flésch- B-GCO-
konjugiert mit HRP, in einer| chen ELM Gebrauchsfertig
Puffermatrix mit x 11 mL
Koservierungsstoffen
1 Flasch-
TMB-Substrat
Substra chen B-TMB Gebrauchsfertig
TMB in Citratpuffer
x 11 mL
. 1 Flasch- Gebrauchsfertig
Stopp-L.
0 2°5pl’\)/I Sosungl " chen B-STS korrosives
, chwefelsaure x 11 mL Agens
Tabelle 1

' Die Kontrollen enthalten chargenspezifische Mengen anti-GM1-

Antikorper. Die tatsachliche mittlere OD und das %-Verhaltnis sind dem
zusatzlichen Datenblatt zur Qualitatskontrolle zu entnehmen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT DER REAGENZIEN

Verschlossene/ ungedffnete Reagenzien

Bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien durfen nach Ablauf des auf den
Etiketten aufgedruckten Verfalldatums nicht mehr verwendet werden.

Geoffnete / rekonstituierte Reagenzien

Ungebrauchte Streifen sofort in den Folienbeutel mit
den Trockenmittelpackungen zuriicklegen und den
Druckleistenverschluss entlang der ganzen Breite
wieder verschliessen.

Bis zu 6 Monate bei 2-8 °C lagern.

Mikrotiterplatte

Verdiinnter
Waschpuffer

Inkubationspuffer

Enzymmarker
TMB-Substrat

Kalibrator

Bis zu 6 Monate bei 2-8 °C lagern.

Kontrollen

Stopp-Ldsung Bis zu 6 Monate bei 18-28 °C lagern.

Tabelle 2

GELIEFERTE REAGENZIEN UND VORBEREITUNG

Reagenzien Menge Code Rekonstitution
: : 12 x 8 Well-
Mikrotiterplatt
b' r:_':rpa_eGM 1 Streifen mit | B-GM1-MP | Gebrauchsfertig
eschichtet mit Rahmen
Abdeckfolie 3 Stiick
Mit 900 mL
Waschpufferk trat
(1gi)c putierkonzentrat 14 Flasche  |B-GCO- deionisiertem
itK . toffen | X 100 mL WB Wasser
mit Konservierungsstoffen verdiinnen
Inkubati ffi 1 Flasch
nmiubationspurtier asehe | B .GCOo-IB | Gebrauchsfertig
mit Konservierungsstoffen | x 100 mL
Kalibrator 1 Flasch 1,5 mL Inkuba-
lyophilisiert mit chen B-GCO-CA | tionspuffer
Konservierungsstoffen hinzugeben
Kontrolle Negativ, Tief
und Medium * 3Flasch-  |B-GCO- | 19 ML fnkubar
lyophilisiert mit chen CONSET hinzup
. geben
Konservierungsstoffen
Enzymmarker IgG
anti-Human IgG- 1 Flasch-
B-GCO- )
Antikérper, konjugiert mit | chen ELG Gebrauchsfertig
HRP, in einer Puffermatrix | x 11 mL
mit Koservierungsstoffen
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ERFORDERLICHE NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTENE MATERIALIEN

e Préazisionspipetten mit Einwegpipettenspitzen: Pipetten
mit 10 pL, 20 pL, 100 yL und 1000 pL

e Polystyrol- oder Polypropyleneinwegrohrchen  zur
Durchfiihrung der Probenverdiinnungen

e 1000 mL-Messzylinder zur
Waschpuffers

Verdiinnung des

¢ Mikrotiterplattenwaschautomat
¢ Blottingpapier
¢ Mikrotiterplatten-Schuttler

¢ Mikrotiterplattenphotometer zur Messung der Absorption
bei 450 nm

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Sicherheitsmassnahmen

e Dieser Test ist nur fir den Gebrauch in der In-vitro
Diagnostik.

e Der Kalibrator und die Kontrollen in diesem Kit enthalten
Komponenten menschlichen Ursprungs. Obwohl sie in
Tests fur HBV, HCV und HIV1/2 negativ waren, mussen
die Reagenzien als potenziell infektids angesehen und
nach den Grundséatzen der Guten Laborpraxis (GLP)
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gehandhabt  werden.  Entsprechende  Vorsichts-

massnahmen sind zu treffen.

e Dieses Kit enthdlt Komponenten, die gemass
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 klassifiziert sind:

- Die Stopp-Lésung enthalt Schwefelsaure (Konz.
2,5-5 %), daher kdnnen die Reagenzien Hautreizung
(H315) und schwere Augenreizung (H319)
verursachen und fiir Metalle korrosiv sein (H290).

- Der Kalibrator, die Kontrollen und die Enzymmarker
enthalten  2-Methyl-4-isothiazolin-3-on-hydrochlorid
(Konz. = 0,0015 %), daher kénnen die Reagenzien
allergische Hautreaktionen verursachen (H317).

- Der Inkubationspuffer und der Waschpuffer enthalten
Gentamicinsulfat, daher kdnnen die Reagenzien eine
allergische Hautreaktion verursachen (H317).

e Kontakt der Reagenzien mit der Haut, den Augen oder
den Schleimhduten vermeiden. Im Falle eines Kontaktes
sofort mit reichlich Wasser splilen, ansonsten kann eine
Reizung/Veratzungen auftreten.

e Die Reagenzien und Chemikalien missen gemass den
nationalen  Richtlinien und Bestimmungen fir
Biogefahrdung als gefahrlicher Abfall behandelt werden.

Technische Vorsichtsmassnahmen

e Vor der Durchfihrung des Tests die Anweisungen
sorgfaltig durchlesen. Die Testleistung wird negativ
beeinflusst, wenn Reagenzien falsch verdinnt, verandert
oder unter Bedingungen gelagert werden, die nicht
denen in dieser Gebrauchsanweisung entsprechen.

ELISA-Verfahren

Temperatur der Reagenzien

e Vorbereitung der Reagenzien bevor Beginn der
Testdurchfilhrung. Schritt 3-9: Die in Schritt 3-9
verwendeten Reagenzien mussen kalt sein (2-8 °C) und
beim Pipettieren und Waschen kalt gehalten werden.
Empfehlung: Den Waschpuffer am Tag vor dem
Durchfliihren des Assays vorbereiten und tber Nacht im
Kuhlschrank aufbewahren.

e Alle Waschschritte mit kaltem (2-8 °C) Waschpuffer
durchfiihren.

e Das TMB-Substrat und die Stopp-Lésung zu Beginn des
Assayverfahrens auf Raumtemperatur (18-28 °C)
bringen.

Waschschritte

e Die Waschschritte 3, 6 und 9 sind zum Entfernen von
Ruckstanden aus dem Herstellungsprozess und/oder
maoglicherweise nicht gebundenen Antikérper in den
Wells dusserst wichtig.

e Ein Waschautomat im ,Plattenmodus® wird dringend
empfohlen, d.h. dass jeder Schritt (Einflllen/Absaugen)
erst Uber die gesamte Platte ausgefuhrt wird, bevor mit
dem nachsten Waschschritt fortgefahren wird.

e Nach dem letzten Waschzyklus muissen alle Wells
vollstandig leer sein.

Substratinkubation

e Schritt 11: Die Mikrotiterplatten wahrend der Inkubation
mit dem Substrat schitteln. Je nach Modell des
Plattenschittlers empfehlen wir 400-600 U/min. Die
Loésung soll sich in den Wells bewegen, darf jedoch nicht
Uberlaufen.
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Kit-Komponenten

e Die Komponenten dirfen nach Ablauf des auf den
Etiketten aufgedruckten Verfallsdatums nicht mehr
verwendet werden.

e Reagenzien verschiedener durfen nicht

gemischt werden.

Chargen

e Vermeiden Sie unter allen Umstanden, dass es zu
Kontaminationen zwischen verschiedenen Reagenzien,
Proben und zwischen den Wells kommt.

e Mikrotiter-Wells diirfen nicht wiederverwendet werden.

PROBENENTNAHME UND LAGERUNG

Fir das Verfahren werden <0,1mL Blut bzw.
< 50 pL Serum bendtigt.
Blut in Venenpunktionsrohrchen ohne Zusatzstoffe

sammeln und dabei eine Hamolyse vermeiden. Die
Serumaufbereitung gemass den Anweisungen des
Herstellers durchfiihren. Das Serum dekantieren.

Serumproben konnen bei 2-8 °C bis zu acht Wochen, bei
28 °C bis zu einer Woche und bei <-20 °C bis zu 25
Monaten aufbewahrt werden.Eingefrorene Proben missen
vor Gebrauch aufgetaut und durch behutsames Schitteln
oder Umwenden griindlich gemischt werden.

Wir empfehlen, vor den Einfrieren Aliquote von
Serumproben vorzubereiten, um wiederholte Einfrier-
/Auftauzyklen zu vermeiden.

TESTDURCHFUHRUNG

Anmerkung: Die TMB-Substratlésung auf Raumtemperatur
(18-28 °C) bringen.

1. Die Proben 1:50 mit kaltem(!) (2-8 °C) Inkubationspuffer
verdiinnen (z.B. 10 yL Serum + 490 pL Inkubationspuffer).
Griindlich vortexen und die verdiinnten Proben sowie den
rekonstituierten Kalibrator und die Kontrollen vor dem
Pipettieren 30 Minuten bei 2-8 °C stehen lassen.

2. Einen Plattenrahmen mit ausreichend Streifen zum
Testen der notwendigen Anzahl von Kalibratoren,
Kontrollen und Proben vorbereiten. Uberzahlige Streifen
aus dem Rahmen nehmen und sofort wieder zusammen
mit den Trockenmittelpackungen im Folienbeutel
verschliessen. Gekuhlt lagern.

Anmerkung: In Schritt 3 bis 9 kalte Reagenzien verwenden.

3. Die Wells zwei Mal mit mindestens 300 pL kaltem(!) (2-
8 °C) Waschpuffer pro Well waschen. Die Wells leeren
und die Platte fest auf Blottingpapier ausklopfen, um
verbleibende Flussigkeit vollstandig zu entfernen.

300 pL kalter(!) Waschpuffer

=

2 X waschen

— Leeren und ausklopfen

Anmerkung: Sofort zu den néchsten Schritten (ibergehen.
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4a. 100 yL Kalibrator in Well A1 pipettieren (siehe Abbildung
1a).

4b.100 pL der Kontrolle ,medium® in Well B1, der Kontrolle
Jow® in Well C1 und der negativen Kontrolle in Well D1
pipettieren (siehe Abbildung 1a).

4¢.100 uL verdiinnte Probe 1 in Well E1 pipettieren (siehe
Abbildung 1a).

4d. 100 pL verdinnte Probe 2 in Wells F1 pipettieren (siehe
Abbildung 1a).

4e.100 yL verdinnte Proben x-y in die nachsten Wells
pipettieren (siehe Abbildung 1a).

Nachweis von IgM-Isotyp:
4f. Schritt 4a-4e fir die nachsten Wells wiederholen.

Anmerkung: Der Kalibrator und die Kontrollen sollten fiir die
Isotypen IgG und IgM getrennt durchgefiihrt werden. Wenn
mehr als drei Streifen pro Lauf verwendet werden, wird
empfohlen den Kalibrator und die Kontrollen zweifach zu
testen. Abbildung 1b zeigt ein alternatives Pipettier-Schema.

5. Die Platte mit einer Abdeckfolie abdecken und
2 Stunden (£5 min) bei 2-8 °C inkubieren (die Platte nicht
schiitteln).

6. Die Abdeckfolie abnehmen. Die Wells leeren und drei

Mal mit mindestens 300 puL kaltem(!) (2-8°C)
Waschpuffer pro Well waschen. Die Wells leeren und die
Platte fest auf Blottingpapier ausklopfen, um den
Waschpuffer vollstidndig zu entfernen.

100 uL Kalibrator / @

100 uL Kontrollen / 2h

100 pL Proben @2-8°C
( - 3 x waschen

\ 1 x leeren und ausklopfen

E*;' SSEES SSSSSSEE

7. 100 pL entweder Enzymmarker_IgG oder IgM zu den
jeweiligen Wells hinzugeben (siehe Abbildung 1).

8. Die Platte mit einer Abdeckfolie abdecken und 2 Stunden
(x5 Minuten) bei 2-8 °C inkubieren (die Platte nicht
schiitteln).

9. Die Abdeckfolie abnehmen. Die Wells leeren und drei
Mal mit mindestens 300 puL kaltem(!) (2-8 °C)
Waschpuffer pro Well waschen. Die Wells leeren und die
Platte fest auf Blottingpapier ausklopfen.

100 pL Enzymmarker @

IgG oder
100 pL Enzymmarker 2h
Ig @ 2-8°C

\ \
\ \

10.100 yL  TMB-Substratlésung  (auf
gebracht) zu jedem Well hinzugeben.

3 x waschen
1 x leeren und
ausklopfen

Raumtemperatur

11.Die Platte mit einer Abdeckfolie abdecken, vor Licht
schitzen und bei 18-28 °C 30 £ 2 Minuten auf einem auf
400-600 U/min eingestellten Mikrotiterplatten-Schuttler
inkubieren.
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100 pL TMB-Substrat 30 min.
. ((——
== \
\\ N \
\ |
SESS==E) (SIS SISIS ),

Schitteln 400-600 U/fmin

12. 100 yL Stopp-Lésung zu jedem Well hinzugeben.
Vorhandene Luftblaschen mit einer Pipettenspitze
entfernen. Innerhalb von 30 Minuten zu Schritt 13
Ubergehen.

13. Absorption in einem Mikrotiterplattenphotometer bei
450 nm messen.

100 pL Stoplésung a0
= 7ﬁ\ Innerhalb 30 min. E 77ﬁ
\ —_
\
Absorption bei 450 nm lesen
QUALITATSKONTROLLE

Fir den erfolgreichen Einsatz des Produktes ist eine
grindliche Kenntnis der Gebrauchsanweisung notwendig.
Zuverlassige Ergebnisse werden nur dann erzielt, wenn
prazise Labortechniken verwendet werden, und die
Gebrauchsanweisung genau befolgt wird.

Im anti-GM1 Antibodies ELISA Kit sind drei Kontrollen
enthalten: Kontrolle Negativ, Tief und Medium. Den
Kontrollen sind Wertbereiche (%-Verhaltnis) zugeordnet, die
auf dem QC Datenblatt zu finden sind, das dem Kit beigelegt
ist. Gultige Ergebnisse werden nur erreicht, wenn die
Kontrollmessungen innerhalb der angegebenen
Wertbereiche liegen. Wir empfehlen, zusétzlich zu den
Kontrollen im Kit zur internen Qualitatssicherung Serum-
Pools zu verwenden.

Fur den Kalibrator wird ein Mindestwert ODa4sonm von 1,2
empfohlen.

Die Leistungsmerkmale mussen innerhalb der
vorgegebenen Grenzwerte liegen. Falls die Assayleistung
den gangigen Grenzwerten nicht entspricht und
Verfahrensfehler durch Wiederholung ausgeschlossen
wurden, sind die folgenden Faktoren zu prifen: i)
Temperatursteuerung (die in Schritt 3-9 verwendeten
Reagenzien wurden bei 2-8 °C gehalten); ii) Genauigkeit der
Thermometer sowie Pipettier- und Zeitmessgerate; iii)
Einstellungen des ELISA-Photometers; iv) Verfallsdatum
der Reagenzien; V) Lagerungs- und
Inkubationsbedingungen; vi) Farbe der TMB-Substratlésung
(sollte farblos sein); vii) Wasserreinheit; viii) Absaug- und
Waschverfahren.

STANDARDISIERUNG UND MESSTECHNISCHE
RUCKVERFOLGBARKEIT

Fir anti-Ganglioside in Serumproben gibt es keine
international oder national anerkannten Referenzmaterialien
oder Referenz-Messverfahren. Der anti-GM1 Antibodies
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ELISA wird gegen intern erstellte Referenzmaterialien
standarisiert. Die Kalibratorwerte werden gemass einem
Wertelbertragungsprotokoll (Ref. 1) zugewiesen, um
metrologische Ruckfiuhrbarkeit zu gewahrleisten, und
werden in beliebigen %-Verhaltniseinheiten angegeben.
Das 95 %-Konfidenzintervall der kombinierten Unsicherheit
von Produktkalibratoren wurde fiir IgG-Antikdrper bei
29,3 % und fir IgM-Antikdrper bei 37,6 % festgelegt.

Die Testergebnisse mussen in Verbindung mit
Informationen aus dem klinischen Bild des Patienten und
anderen diagnostischen Tests interpretiert werden.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1. Absorption (OD) fiir jeden Well (Kalibrator, Kontrollen
und Proben) bei 450 nm messen.

2. Falls mehrere Kalibrator- und Kontrollmessungen
durchgefiihrt wurden, den Durchschnitt ermittein.

Die Ergebnisse werden als Verhaltnis der Absorption der
Proben zur (durchschnittlichen) Absorption des Kalibrators
ausgedruckt.

%- Absorption von Proben oder Kontrollen

Verhaltnis: x 100

Absorption des Kalibrators

Programme zum Berechnen des %-Verhaltnisses sind auf
den meisten Mikroplattenphotometern vorhanden.

Anmerkung: Die Ergebnisse in Tabelle 5 sind Beispiele und
dienen nur der Anschauung.

LEISTUNGSEINSCHRANKUNGEN

e Aufgrund der Poly-Reaktivitat von  Autoimmun-
Antikérpern und Unterschieden in der geographischen
Pravalenz, dirfen  Assay-Ergebnisse nur  zur
Unterstltzung der klinischen Bewertung der Neuropathie
durch einen Experten/Spezialisten in Kombination mit
dem Kklinischen Bild des Patienten verwendet werden
(Ref. 2).

e Dieser Test wurde nicht fiir Plasmaphereseproben
validiert.

e |Intravendse Immunglobuline kbnnen die

Testergebnisse beeinflussen.

(IVig)

LEISTUNGSMERKMALE

Laborinterne Prazision: 6,8 — 12,9 % CV

Die laborinterne Prazision wurde gemass CLSI-Leitlinie
EP05-A3 mit dem standardisierten Studiendesign 20 Tage x
2 Laufe x 2 Replikate ermittelt. Es wurden drei (3) gepoolte
Serumproben von Patienten getestet. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 7 zusammengefasst.

Reproduzierbarkeit: 7,7 — 16,1 % CV

Die Reproduzierbarkeit wurde geméass CLSI-Leitlinie EP05-
A3 mit einem Studiendesign 3 Gerate/Chargen/Bediener x
5 Tage x 5 Replikate ermittelt. Es wurden drei (3) gepoolte
Serumproben von Patienten getestet. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 8 zusammengefasst.

Blindprobengrenze (LoB) < Nachweisgrenze (LoD):
< 30 %-Verhiltnis

Die LoB und LoD wurden gemass CLSI-Leitlinie EP17-A2
mit der nichtparametrischen Analyse ermittelt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Hochdosis Hook-Effekt

Es wurden keine Einschrankungen aufgrund eines
Hochdosis-Hook-Effekts auf den Messbereich festgestellt.

Kreuzreaktivitat

Bei Proben von Patienten mit verschiedenen
Autoimmunerkrankungen (Tabelle 10) und von Patienten mit
anderen neurologischen Erkrankungen (Tabelle 11) wurde
keine systematische Kreuzreaktivitat beobachtet.

REFERENZINTERVALLE UND TOLERANZGRENZEN

Das Referenzintervall des anti-GM1 Antibodies ELISA
wurde gemass CLSI EP28-A3 mit 120 Serumproben von
selbsterklart  gesunden  Individuen  ermittelt.  Die
Verteilungshaufigkeit von anti-GM1-Antikérpern in normalen
Blutspendern wurde in Titer-Kategorien eingestuft: negativ
(< 30 %-Verhaltnis), Grauzone (30-50 %-Verhaltnis) und
positiv (> 50 %-Verhaltnis). Die Ergebnisse sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Der Grenzwert flir Positivitat ist ein
50 %-Verhaltnis.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

IgG oder IgM
Gangliosid Werte (%-Verhéiltnis)
<30 30-50 > 50
Erneutes
Prifen zu
GM1 Negativ einem Positiv
spateren
Zeitpunkt
Tabelle 3
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KLINISCHE LEISTUNG

Die klinische Leistung wurde mittels deskriptiver
Auswertung der fachlich gepriften wissenschaftlichen
Literatur bewertet. Vier (4) Studien befassten sich mit der
klinischen Leistung des Anti-GM1 Antibodies ELISA bei der
Diagnose von autoimmunen peripheren Neuropathien (Ref.
3-6). Analyseergebnisse und Studiendetails befinden sich in
Tabelle 4 bzw. Tabelle 12.

148 (102 padiatrische GBS, 14 CIDP,

N periphere Neuropathie 32 GBS)

N Kontrollen 341 (70 DC, 142 NC, 129 HC)

Empfindlichkeit, Durchschnitt 48,7 % (27,9 — 69,5 %)

(95 % Kil)
Spezifizitat, Durchschnitt 77,8 % (60,9 — 94,7 %)
(95 % KiI)
Tabelle 4
GBS, Guillain-Barré-Syndrom; CIDP, chronisch inflammatorische

demyelinisierende Polyneuropathie; DC, nichtneurologische Erkrankung-
Kontrolle (Non-Neurological Disease Control); NC, neurologische Kontrolle
(Neurological Control); HC, gesunde Kontrolle (Healthy Control);
Kl, Konfidenzintervall

anti-GM1 Antibodies ELISA



STORSUBSTANZEN

Die Anfélligkeit des Assays auf orale und injizierbare
Pharmazeutika sowie auf endogene Substanzen wurde
gemass CLSI-Leitlinie EPO7-A3 beurteilt. Eine Abweichung
der Ergebnisse = £ 20 %-Verhaltnis wurde als Stdreinfluss
betrachtet.

Fir die folgenden Substanzen wurde bis zu den
angegebenen Konzentrationen kein Stdreinfluss festgestellt:
intravendéses  Immunglobulin (20 mg/mL),  Rituximab
(3 mg/mL), Cladribin (273 ng/mL), Interferon alpha-2a
(49,5 ng/mL), Gabapentin (26,7 ug/mL), Ibuprofen
(0,22 mg/mL), Chlorambucil (1,96 ug/mL), Prednison
(99 ng/mL), Prednisolon (1,2 uyg/mL), Rheumafaktor
(2340 lU/mL), Hamoglobin (10 mg/mL), = Hamolysat
(10 mg/mL), Triglycerid (15 mg/mL), konjugiertes Bilirubin
(20 pg/mL), nicht konjugiertes Bilirubin (150 ug/mL).
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN

Beispiele fiir Mikrotiterplatten-Anordnungen zum

Messen von IgG- und IgM-Isotypen mit 4 Proben

(Abbildung 1a) oder 36 Proben (Abbildung 1b)
1gG IgM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Calibrator CAL | CAL A
CTR |CTR

Control Med | Med B

Control CLTRLCTRL c
ow | Low

Control CTRLCTRL D
Neg | Neg

GM1 1 gt E

GM1 2|2 F

GM1 3 I G

GM1 4| 4 H

Abbildung 1a

I9G IgM
]

]
"1 2 3 4 5 6"7 8 9 10 1 12

) cAL CTRL e CTRLCAL CTRL caL CTRL CAL CTRL caL CTRL A
Calibrator & Low Low Low Low Low Low

Controls CTRLCTRL CTRLCTRLCTRL CTRL/CTRLCTRLICTRLCTRL CTRLCTRL g
Med | Neg ' Med | Neg |Med |[Neg Med | Neg | Med Neg | Med Neg
GM1 1|7 |13]19)25|31) 1|7 |13|]19f25]|31|C
GM1 2|8 |14|20]|26|32) 2|8 |14|20)|26|32|D
GM1 3|9 |15f21]27|33] 3|9 |15|21]|27|33]|€E
GM1 4110|1622 |28|34| 4 |10|16|22|28|34]|F
GM1 511117232935 5 |11|17|23)29|35|6G
GM1 6 |12|18 |24 |30 |36 6 |12 |18 |24)|30|36|H
Abbildung 1b
Examplarische Ergebnisse
Enzvme label Absorbance Ratio
y (ODaso) [%]
B-GCO-ELG/ IgG IgM IlgG IgM
B-GCO-ELM
Kalibrator 2,397 2,269
2,449 2,343
Kalibrator Durchschnitt 2,423 2,306 100,0 100,0
Kontrolle Medium 1,612 1,583 67 69
Kontrolle Medium 1,543 1,658 64 2
Durchschnitt 1,577 1,620 65 70
Kontrolle Tief 0,694 0,805 29 35
0,714 0,817 29 35
Kontrolle Tief Durchschnitt 0,704 0,811 29 35
Negative Kontrolle 0,055 0,091 2 4
Negative Kontrolle 0,064 0,090 3 4
Durchschnitt 0,059 0,090 2 4
Probe 1 0,783 2,197 32 95
0,802 1,988 33 86
GM1 0,793 2,095 33 91
Tabelle 5
Freigabedatum: 2026-05-04
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Referenzintervall

5 z
% normaler Blut_spender in | peferenz grenze
E Kategorien
nzyme
Label |<30 %0 050
(Isotype) | %-ver- o v (90 % KIl)
haltnis Vo' oy
haltnis haltnis
anti- IgG 99,2 0,8 0,0 16 (13,0 — 29,8)
22/” IgM 95,8 3,3 0,8 24 (14,3 - 40,3)
Tabelle 6
Laborinterne Prazision
Probenbeschreibung Laborinterne Prazision
Erwartete :
Enzym- . Mittelwert SD
Analyt | marker Kat[i/?-orle N [%- [%- [\5/5
(Isotyp) Verhiltnis] Verhiltnis] Verhiltnis]
laM 30-50 80 48 3,5 7,2
anti- | 19 >50 |80 91 6.2 6.8
GM1
Ab 30-50 80 40 5,1 12,9
1gG
> 50 80 106 13,1 12,4
Tabelle 7
Reproduzierbarkeit
Probenbeschreibung Reproduzierbarkeit
Erwartete :
Enzym- . Mittelwert SD
Analyt | marker Kat;/g-orle N [%)- [%)- [\£/'.)(]
(Isotyp) Verhiiltnis] Verhéltnis] Verhéltnis]
" laM 30-50 75 51 4,9 9,7
i 9 > 50 75 94 7.2 7.7
Ab 1aG 30-50 75 39 5,6 14,5
9 > 50 75 106 17,1 16,1
Tabelle 8
LoD und LoB
Enzymmarker LoD
LoB
(Isotyp) T o [%o-
[%-Verhaltnis] Verhiltnis]
) IgM 5 21
anti-GM1 Ab
IgG 6 15
Tabelle 9
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TABELLEN UND ABBILDUNGEN

Kreuzreaktivitat

Zugewiesener Antikorper | Diagnose #
Anti-Neutrophile Vasculitis 3
cytoplasmatischer Andere (ANCA positiv bezeichnete 10
Antikérper (ANCA) Proben)
Systemische Lupus erythematodes 5
Antinukleére Antikérper Rll'leumat0|de Arthritis S
(ANA) Sjogren-Syndrom 6
Andere (ANA positiv bezeichnete
3
Proben)
Anti-Thyroglobulin . I
Antikérper (anti-Tg) Autoimmunthyreoiditis 5
Ant!-rlllbonucleoprotem Mischkollagenose 1
Antikdrper
Anti-GQ1b, Anti-GM1, . ) .
Anti-GD1b Autoimmune periphere Neuropathie | 1
Anti-Acetylcholinrezeptor-
Antikérper und Anti- . .
muskelspezifische Myasthenia gravis 7
Tyrosinkinase
Tabelle 10
Periphere Neuropathien #
Alkoholiker 1
Diabetiker 5
Periphere Neuropathie imitierende Erkrankungen #
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) 15
Sarkoidose 4
Waldenstrém-Makroglobulinamie (WM) 4
Chagas-Krankheit 5
Tabelle 11
Klinische Leistung
Studie Positive Negative Epi- Empfind- | Spezifizi-
Kontrollen | Kontrollen | top lichkeit tat
(Félle)
Hashemilar | Padiatri- DC GM1 0,51 0,89
etal, 2014 | sches (n=35)
GBS
(n=45)
Sharma et Padiatri- NC (n= GM1 0,82 0,33
al., 2011 sches 42)
GBS _
(n = 57) DC(n= 0,83
35)
Khandelwal | GBS HC GM1 0,31 0,74
etal, 2006 | (n=13) (n=19)
Uetz-von GBS, NC (n = GM1 0,30 0,93
Allmen et CIDP 100)
al., 1998 (n=19,
HC (n = 0,95
14)
110)
Tabelle 12

GBS, Guillain-Barré-Syndrom; DC, nichtneurologische Erkrankung-
Kontrolle (Non-Neurological Disease Control); NC, neurologische Kontrolle
(Neurological Control); HC, gesunde Kontrolle (Healthy Control); CIDP,
chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie
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KURZPROTOKOLL

Wichtig: Das Kurzprotokoll ist kein Ersatz fiir die detaillierten Informationen in der Gebrauchsanweisung.

Vor dem Testtag

Zubereitung des Waschpuffers

Waschpufferkonzentrat 1:10 mit
entionisiertem Wasser verdiinnen

Empfehlung: Den Waschpuffer am

C Tag vor der Durchfiihrung des Assays
zubereiten und ber Nacht in den
Kiihlschrank stellen.

Testtag

Proben/Kontrollen/Kalibratoren Vorbereitung

Serumproben 1:50 mit (kaltem!) Kontrollen und Kalibrator durch
Inkubationspuffer verdiinnen und durch Zugabe von 1,5 mL
Vortexen griindlich mischen Inkubationspuffer rekonstituieren

C 30 Minuten bei 2-8 °C stehen lassen

anti-GM1 Antibodies ELISA

Beschichtete Mikrotiterplatte

C 2 x mit =2 300 uL (kaltem!) Waschpuffer waschen

v
100 pL Kalibrator, Kontrollen oder
Serumproben (1:50)
C 2 Stunden (+ 5 Minuten) bei 2-8 °C inkubieren

C 3 x mit = 300 uL (kaltem!) Waschpuffer waschen
y

\

100 pL Enzymmarker hinzugeben

C 2 Stunden (+ 5 Minuten) bei 2-8 °C inkubieren
C 3 x mit 2 300 uL (kaltem!) Waschpuffer waschen

v

100 pL TMB-Substrat hinzugeben (Raumtemperatur)!

C 30 Minuten (+ 2 Minuten) bei 18-28 °C
auf einem Plattenschiittler bei ~400-600 U/min
v inkubieren

100 pL Stopp-Losung hinzugeben (Raumtemperatur)!

mmp  Absorption bei 450 nm lesen (innerhalb von 30 Minuten)

ZEIT BIS ZUM ERGEBNIS: 5 Stunden
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ANDERUNGSLOG

Datum Version Anderung

Prazisierung von Verwendungszweck durch Hinzufiigen von Informationen zur
Testautomatisierung, zur Testpopulation und zum vorgesehenen Benutzer.
Aktualisierung der Kapitel Kurzprotokoll und Symbole.

2026-05-04 A3 Aktualisierung der Kapitel Warnhinweise und Vorsichtsmassnahmen (Unterkapitel
Sicherheitsmassnahmen) sowie Probenentnahme und Lagerung.

Aktualisierung des elFU-Symbols auf der Titelseite (nur zutreffend fiir die englische
Dokumentversion).

MELDUNG VON ZWISCHENFALLEN IN EU-MITGLIEDSSTAATEN

Falls sich ein ernsthafter Zwischenfall in Zusammenhang mit diesem Produkt ereignet hat, bitte melden Sie dies umgehend
dem Hersteller und der zustandigen Behdrde Ihres Mitgliedsstaates.

SCHADEN BEIM VERSAND

Bitte informieren Sie Ihren Vertriebspartner, falls dieses Produkt beim Empfang beschadigt war.
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SYMBOLE

BUHLMANN verwendet Symbole und Zeichen, die in ISO 15223-1 aufgefiihrt und beschrieben sind.
Eine Definition der Symbole finden Sie im Symbolglossar unter: www.buhimannlabs.ch/support/downloads/

Dariiber hinaus werden die folgenden Symbole und Zeichen verwendet:

Symbol

Erkldrung

Mikrotiterplatte

[BUFIWASH]| 10X

Waschpufferkonzentrat (10x)

Inkubationspuffer

Kalibrator

CONTRO

Kontrolle Negativ

ONTRO

Kontrolle Tief

0O | |0
¢
(@)
HI
= | |z
— | | O
= | /| &

ONTROL

Kontrolle Medium

m
[
E

Enzymmarker IgG

Enzymmarker IgM

ﬁ
—
o (el
(D L.!
_|
= <
o

TMB-Substrat

STOP

(2}
©)
[
Z

Stopp-Lésung
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