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ZAMYSLENE POUZITI

BUHLMANN GanglioCombiTM MAG ELISA je in vitro diagnosticky test uréeny k detekci autoprotilatek proti definovanym
relevantnim nervovym antigenim/epitopum ve vzorcich séra pacientl s podezienim na periferni neuropatie s neznamou
etiologii. Umoznuje kvantitativni klasifikaci vysledkd do titracnich kategorii a slouzi jako pomucka pfi diagnostice neuropatii
(viz 1-7).

ZAMYSLENA APLIKACE
Pokud jde o 3 riizné enzymové $titky, komponenty zafizeni umoznuji tfi moznosti pouziti:

1.Testovani pomoci konjugatu smési IgG/IgM umozriuje vysetfit pfitomnost autoprotilatek a indikovat moznou autoimunitni
neuropatii.

2.Testovani s jednotlivymi konjugaty 1gG a/nebo IgM umozriuje stanovit izotyp autoprotilatek.

3. Pfi laboratornim vySetfeni mize po pocate¢nim screeningu vzorkd pomoci smési enzymovych znaéek IgG/IgM (moznost 1)
nasledovat diferenciace vzorkd pozitivnich na smés pomoci jednotlivych konjugatu IgG a IgM (moznost 2) po pfedchozi
konzultaci s klinickym Iékafem/referujicim neurologem.

PRINCIP TESTU

BUHLMANN GanglioCombiTM MAG ELISA je zaloZen na enzymové-imunometrické technice. Jamky dodané mikrotitragni
desticky jsou potazeny gangliosidy: GM1, GM2, GD1a, GD1b a GQ1b a syntetickym "mimotopem" MAG (myelin asociovany
glykoprotein). MAG "mimotop" je synteticky sulfatovany disacharid. Napodobuje sacharidovy epitop MAG, HNK-1,
rozpoznavany autoprotilatkami proti MAG.

Kalibrator, kontroly a séra pacientt se inkubuji v mikrotitracnich jamkach a protilatky proti gangliosidim a/nebo autoprotilatky
proti MAG pfitomné ve vzorcich se vazou na imobilizované gangliosidy nebo analogy MAG. Po promyti nenavazanych latek se
protilatky detekuji pomoci protilatek proti lidskému IgG a/nebo IgM znagenych kfenovou peroxidazou (HRP). Po druhém
promyti, pfi kterém se odstrani nenavazané enzymové znaceni, se pfida substratovy roztok obsahujici tetrametylbenzidin
(TMB). Modré zbarveni vznika uUmérné mnozstvi protilatek navazanych na imobilizované gangliosidy nebo MAG-analog. Vyvoj
barvy se zastavi pfidanim kyselého zastavovaciho roztoku (zfedéna kyselina sirova), ktery zméni modry roztok na Zluty.
Intenzita barvy se méfi pfi vinové délce 450 nm.

Namérena absorbance je umérna titru autoprotilatek pfitomnych v daném vzorku. Titry autoprotilatek se vyjadfuji v % poméru
ke kalibratoru a Ize je pfifadit ke kategoriim titru (negativni, Seda zoéna, pozitivni, silné pozitivni).

REAGENCIE DODAVANE A JEJICH STAV

Reagencie Mnozstvi Kat.c. Stav

Mikrotitrac¢ni desticka

Pfedem potazena 2x12x8 B-GCM-

gangliosidy a jamek MP PFipraveno k pouZiti

analogem MAG

Tésnéni desticky 6 ks

Promyvaci pufr Naredéno s 900 ml

. 2 lahve - -

koncentrat (10x) 100 mi \?VSCO deionizované vody

s konzervanty

Inkubacéni pufr 1 lahev .. s
B-GCO-IB | Pfipraveno k pouziti

s konzervanty 100 ml

Kalibrator Pfidat 1.5 ml

Lyofilizovany s 1 lahvicka B-GCO-CA |inkubaéniho pufru

konzervanty

Negativni, Low a .

Medium kontrola 3lahvicky | BCCO- iF:liiEta\jsfihn;I ufru

Lyofilizovana s Y |CoNSET P

konzervanty

Enzymovy stitek

IgG/IgM Mix

Anti-human IgG a IgM Ab |2 lahvicky | B-GCO- PFioraveno k pousiti

konjugované s HRP v 11 ml kazda | ELGM P P

proteinovém pufru s
konzervacnimi latkami

Enzymovy stitek IgG
Anti.-human ’IgG Ab 1 lahvicka B-GCO-
konJu_gova!ne s HRP v 11 ml ELG
proteinovém pufru s
konzerva¢nimi latkami

Pfipraveno k pouziti




Enzymovy stitek IgM
Anti-human IgM Ab

i 1 lahvicka |B-GCO- o ipe

konjugované s HRP v Pfipraveno k pouziti
A 11 ml ELM
proteinovém pufru s
konzerva¢nimi latkami
TMB substrat 2 lahvick
L ¥ B-TMB Pfipraveno k pouziti

TMB v citratovém pufru 11 mi
Zastavovaci roztok 2 lahvicky B-STS I?E‘ipra}veno k pouZiti
0.25 M kyselina sirova 11 ml Ziravina

Zapeceténé/ neoteviené reagencie

V8echny uzaviené/neoteviené souéasti soupravy jsou stabilni pfi teploté

2-8 °C az do data expirace uvedeného na stitcich.

Oteviené/ rekonstituované reagencie

Mikrotitracni
desticka

Nepouzité prouzky ihned vratte do hlinikového
sacku obsahujiciho vysouSeci obaly a znovu je
uzaviete podél celého okraje zipu. Uchovavejte az
4 mésice pfi teploté 2-8 °C.

Narfedény myci

Skladujte az 4 mésice pfi 2-8 °C.

pufr
Kalibrator Skladujte az 4 mésice pii
Kontroly 2-8 °C. Nezmrazovat!

Inkubaéni pufr

Enzymovy Stitek

TMB substrat

Skladujte pfi 2-8 °C do data expirace.

Zastavovaci roztok

Skladujte pfi 18-28 °C do data expirace.

SKLADOVANI A STABILITA PO OTEVRENI

MATERIALY POZADOVANE, ALE NEDODAVANE

PFesné pipety s jednorazovymi Spic¢kami: 20 ul, 100 pyl a 1000 yl pipety
Jednorazové polystyrenové nebo polypropylenové zkumavky pro pfipravu fedéni vzorkud

1000 ml valec pro rekonstituci promyvaciho pufru

Stlaovaci lahev na promyvaci pufr nebo automaticka myc¢ka mikrotitracnich desti¢ek

Blotovaci papir

Qrbitélm’ tfepacka pro mikrotitraéni desticky
Ctecka mikrotitracnich desti¢ek pro méfeni absorbance pfi 450 nm

Bezpecnostni opatieni
Kalibrator (B-GCO-CA) i kontroly (B-GCO-CONSET) této soupravy obsahuji slozky lidského plGvodu. Pfestoze byly
testovany a shledany negativnimi na povrchovy antigen HBV, HCV a protilatky HIV1/2, mélo by se s témito reagenciemi
zachazet, jako by mohly pfenaset infekce, a mélo by se s nimi zachazet v souladu se spravnou laboratorni praxi za pouziti

vhodnych bezpecnostnich opatfeni.

OPATRENI

Zastavovaci roztok: Stop roztok (B-STS) obsahuje kyselinu sirovou (0,25 M). Tato reagencie drazdi oci, kuZzi a sliznice.
Zabrarite kontaktu s o€ima, k(zi a odévem. Po kontaktu s o€ima nebo k{izZi je okamzité omyjte velkym mnozstvim vody.
Reagencie: Vyvarujte se kontaktu reagencii s kiizi, o¢ima nebo sliznicemi. Dojde-li ke kontaktu, okamzité je omyjte velkym
mnozstvim vody, jinak maze dojit k podrazdéni / popaleni.
Nepouzity roztok zlikvidujte v souladu s mistnimi predpisy.

Technicka opatreni
Pfed provedenim testu si peclivé prectéte pokyny. Pokud jsou reagencie nespravné nafedény, upraveny nebo skladovany
za jinych podminek, nez jsou uvedeny v tomto navodu k pouziti, bude to mit nepfiznivy vliv na vysledky testu.

Zbytky v jamkach mikrotitraéni desti¢ky jsou vysledkem vyrobniho procesu. Odstranuji se pfi promyti (krok 3 postupu

stanoveni) a nemaji vliv na vysledky.

Pred zahajenim postupu stanoveni si pfipravte reagencie. Reagencie pouzité v krocich 3-9 musi byt studené (2-8 °C) a

bé&hem pipetovani a promyvani musi byt udrzovany v chladu. Substrat TMB uchovaveijte pfi pokojové teploté (18-28 °C).

Kroky 3-9: Pro vSechny tyto kroky pouzijte studené (2-8 °C) reagencie a udrzujte je pfi pipetovani v chladu. Doporuceni:

Vecer pred provedenim testu pfipravte promyvaci pufr a dejte jej pfes noc do chladnicky.

Promyvaci kroky 3, 6 a 9: Promyvaci kroky jsou rozhodujici pro odstranéni zbytkd v jamkach mikrotitracni desticky, které
vznikly pfi vyrobnim procesu (krok 3), a také pro odstranéni vSech nenavazanych protilatek (kroky 6 a 9).



e — Promyvaci kroky provadéjte vzdy se studenym (2-8 “C) promyvacim pufrem.

e — Ujistéte se, Ze jsou vSechny jamky po poslednim promyvacim cyklu zcela prazdné.

. Krok 9: Pfed pouzitim substratu TMB jej nechejte vytemperovat na pokojovou teplotu (18-28 °C).

. Krok 11: Béhem inkubace se substratem mikrotitracni destic¢ky protfepejte. V zavislosti na orbitalni tfepacce desticek
doporucujeme 400-600 otacek za minutu. Roztok by se mél v jamkéach pohybovat, ale nesmi se prelévat.

e  Pokud se pouziva automaticka mycka, mél by byt zvolen "plate mode", aby se davkovani provadélo postupné na vSechny
prouzky pfed odsavanim.

. Komponenty se nesmi pouzivat po uplynuti doby pouzitelnosti vytisténé na Stitcich.

. Nemichejte rlizné Sarze reagencii.

e Je tfeba vynalozit veskeré usili, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci mezi reagenciemi, vzorky nebo jamkami.

. Mikrodesti¢ky nelze pouzit opakované.

ODBER VZORKU A SKLADOVANI

K provedeni testu je zapotiebi <0,1 ml krve, resp. <50 pl séra.

. Informace o interferenci hemolyzovanych, lipemickych nebo ikterickych vzork( naleznete na strané 7.

e  Odeberte krev do obycejnych zkumavek (bez protisrazlivych latek), zabrarte hemolyze, nechte ji hodinu srazet, odstredte
po dobu 10 minut pfi pfiblizné 1500 x g pfi pokojové teploté (18-28 °C), odeberte sérum.

. Pokud potfebujete vzorky pacientl skladovat, doporucujeme alikvoty vzorkl zmrazit, abyste se vyhnuli opakovanému
zmrazovani/rozmrazovani.

e  Vzorky séra skladujte pfi -20 °C az 4 mésice. Pro dlouhodobé skladovani doporu¢ujeme -70 °C (vzorky jsou stabilni po
dobu > 1 roku). Zmrazené vzorky je tfeba pred pouzitim rozmrazit a diikladné promichat.

POSTUP TESTU

MUzete si vybrat ze tfi zakladnich moznosti:

(1) Detekce smési izotypl IgG/IgM: krok 4a-4e a 7.
(2) Detekce izotypu 1gG a IgM: krok 4a'-4f'a 7'.
(3) Dvoukrokovy pfistup: Varianta 1 — vzorky pozitivni na autoimunitni protilatky — varianta 2.

Poznamka: Vytemperujte substrat TMB na pokojovou teplotu (18-28 °C).

1. VSechny vySetfované vzorky pacientt nafedte 1:50 inkubaénim pufrem. Pouzijte 30 pl séra + 1470 pl (studeného: 2- 8 °Cl!)

inkubaéniho pufru. Promichejte vifenim a pfed pipetovanim nechte nafedéné vzorky i rekonstituovany kalibrator a kontroly 30

minut pfi 2-8 °C (viz krok 4a a b).

2. Pripravte si ramecek na desti¢ky s potfebnym poctem prouzkl pro testovani vzorkd pacientt. Zbyvajici prouzky ihned znovu
uzavfete do foliového sacku spolu s vysousecimi obaly. Uchovavejte v chladu.

Poznamka: V krocich 3 az 9 pouZijte chladné reagencie.

3. Potazené jamky dvakrat promyjte za pouziti nejméné 300 pl studeného! promyvaciho pufru na jamku. Vyprazdnéte jamky a
pevné poklepejte destiCkou na blotovaci papir, abyste zcela odstranili zbyvajici tekutinu.

Poznamka: Okamzité prejdéte k dalsim krokum.

Moznost 1: Detekce smésnych izotypt IgG/IgM

4a. Kalibrator: Do jamky A1 (viz obrazek 1A) napipetujte 100 ul kalibratoru.

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

Poznamka: Pokud se v jedné sérii pouZivaji vice nez tfi prouzky, Ize kalibrator a kontroly testovat duplicitné (viz obrazek 1A).
4c. Sérum pacienta: Pipetujte 100 pl nafedéného pacientského séra 1 do jamek C1-H1 (viz obrazek 1A).

4d. Pacientské sérum: Pipetujte 100 pl nafedéného pacientského séra 2 do jamek C2-H2 (viz obrazek 1A).

4e. Do dalSich jamek napipetujte 100 ul nafedénych pacientskych sér 3-24 (viz obrazek 1A).

Moznost 2: Detekce izotypl 1gG

4a'. Kalibrator: Do jamky A1 napipetujte 100 ul kalibratoru (viz obrazek 1B).

4b'. Kontroly: Do jamky B1 napipetujte 100 ul stfedni kontroly, do jamky A2 nizkou kontrolu a do jamky B2 negativni kontrolu
(viz obrazek 1B).

Poznamka: Pokud se pouZivaji vice nez tfi prouzky pro kazdy izotyp, Ize kalibrator a kontroly testovat duplicitné (viz obrazek
1B).

4c'. Sérum pacienta: Do jamek C1-H1 napipetujte 100 pl nafedéného pacientského séra 1 (viz obrazek 1B).

4d'. Pacientské sérum: Pipetujte 100 pl nafedéného pacientského séra 2 do jamek C2-H2 (viz obrazek 1B).

4¢'. Do dal$ich jamek napipetujte 100 ul nafedénych pacientskych sér 3-12.

Detekce izotypud IgM.
4f'. Opakuijte kroky 4a'-4e' s pouzitim dalSich jamek nebo v pfipadé potfeby nové mikrotitraéni desticky (viz obrazek 1B).

Pro moznosti 1 a 2: Inkubace a promyvani vzorku

5. Prikryjte destiCku tésnici vrstvou a inkubujte 2 hodiny +5 minut pfi teploté 2-8 °C (destickou netfepejte).

6. Odstrarite t&snéni desti¢ek. Vyprazdnéte jamky a tfikrat promyvejte s pouzitim nejméné 300 pl studeného promyvaciho pufru
(2-8 °C) na jamku. Vyprazdnéte jamky a pevné udefte destiCkou do blotovaciho papiru, aby se promyvaci pufr zcela odstranil.

Pro moznost 1: Detekce smési IgG/IgM mix- izotyp
7.Do jamek pridejte 100 pl smési IgG/IgM znacené enzymem.




Pro moznost 2: Detekce izotypu IgG a IgM
7‘. Do pfislusnych jamek pfidejte 100 pyl smési IgG nebo IgM znacené enzymem (viz obrazek 1B).

Pro moznost 1 a 2: Inkubace s enzymovymi znackami, promyvani a detekce

8. Prikryjte destiCku tésnici vrstvou a inkubujte 2 hodiny +5 minut pfi teploté 2-8 °C (destickou netiepejte).

9. Odstrarite t&snéni destiCek. Vyprazdnéte jamky a tfikrat je promyjte s pouzitim nejméné 300 pl studeného promyvaciho pufru
(2-8 °C) na jamku. Vyprazdnéte jamky a pevné udefte destickou na blotovaci papir.

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

10. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl roztoku substratu TMB.

11. Prikryjte desti¢ku tésnicim prostfedkem a inkubujte ji na orbitalni tfepacce pfi 400-600 otackach za minutu po dobu 30 +2
minut pfi teploté 18-28 °C. Chrante desti¢ku pfed pfimym svétlem.

12. Do vSech jamek pfidejte 100 pl stop roztoku. Do 30 minut pfejdéte ke kroku 13.

13. Odectéte absorbanci pfi 450 nm ve ¢tecce mikrotitracnich desticek.

KONTROLA KVALITY

Dobra znalost tohoto navodu k pouZiti je nezbytna pro ziskani spolehlivych vysledkud. Ty Ize ziskat pouze za pouZiti pfesnych
laboratornich technik (platné smémice SLP) a pfesného dodrzovani navodu k pouziti. Protoze neni komeréné dostupné
kontroIni sérum pro antigangliosidové protilatky, doporu€ujeme pouzit pozitivni a negativni sérum pro interni kontrolu kvality.
Pro kalibrator se doporu€uje minimalni hodnota OD 1,2. V8echny kontroly musi byt ve stanoveném ocekavaném rozmezi (%
pomeér). Ocekavané rozsahy kontrol jsou specifické pro danou Sarzi a jsou uvedeny v listu s Udaji o kontrole kvality. Vykonnostni
charakteristiky by mély byt ve stanovenych mezich. Pokud tyto charakteristiky nejsou v souladu se stanovenymi limity a
opakovani vylu€uje selhani pfi manipulaci, zkontrolujte nasledujici otazky: i) Byly vSechny reagencie pouzity v krocich 3-10
uchovavany pfi teploté 2-8 °C? ii) pfesnost pipet, teplomérd a ¢asovacy, iii) nastaveni podlozky ELISA a ¢tecky, iv) datum
expirace reagencii v) podminky skladovani a inkubace vi) barva roztoku substratu TMB (méla by byt bezbarva) a vii) istota
vody.

STANDARDIZACE

Kalibrator obsazeny v této sadé byl kalibrovan podle interniho referenéniho materialu. Byl nastaven na 100 % pomeér.

VYSLEDKY A VYPOCET

Vypocet vysledku:

1. Zaznamenejte absorbanci (OD) pfi 450 nm pro kazdou jamku (kalibrator, kontroly a vzorky pacient).
2. Zpriméruijte duplicitni hodnoty kalibratoru a kontrol (pokud jsou k dispozici).

3. Vysledky jsou vyjadieny jako pomér absorbance vzorkl a (zprimeérované) absorbance kalibratoru.

Smés izotypt IgG/IgM

absorbance vzork(i nebo kontrol
Pomér % : x 200

absorbance kalibratoru
Izotypy 1gG a IgM

absorbance vzork( nebo kontrol
Pomér %: x 100

absorbance kalibratoru

Programy pro vypocet vysledku jako % pomeéru jsou k dispozici na vétsiné ¢tecek mikrodesticek.
Poznamka: Vysledky uvedené v tabulkach 7 a 8 jsou pfiklady. Kalibrator a kontroly musi byt pouZity v kazdé jednotlivé analyze.

OMEZENI

1. Doporucuje se, aby Seda zdna a pozitivni vysledky ziskané pomoci smési enzymovych znacek IgG/IgM byly pfed dal$im
stanovenim izotypu pomoci jednotlivych enzymovych znacek IgG a IgM nejprve projednany s klinickym Iékafem/referujicim
neurologem.

2. V klinickeé literatufe byly popsany pouze izotypy autoprotilatek IgM proti "MAG" a IgM proti GM2 (ref. 1, 2, 6, 7).

3. Sedé zény a pozitivni vysledky pro epitop "MAG" ziskané pomoci smési enzymového znaéeni IgG/IgM nebo enzymového
znad&eni IgM mohou byt znovu testovany pomoci BUHLMANN anti-MAG autoprotilatek ELISA (EK-MAG).

4. Autoprotilatky IgM proti GD1a jsou velmi vzacné a bylo prokazano, Zze nemaji primarni klinicky vyznam (ref. 1, 2, 6, 7).

5. Dominantni autoimunitni reakce mohou byt doprovazeny zkfizenou reaktivitou s jinymi vySetfovanymi gangliosidy. Tato
zkFizena reaktivita obvykle vykazuje vysoké odchylky mezi jednotlivymi testy a mize byt klinicky nerelevantni. Interpretace
vysledkl by proto méla byt provadéna pouze spole¢né s odbornikem/specialistou.

6. Vzhledem k polyreaktivité autoimunitnich protilatek (ref. 6) a rozdilim v geografické prevalenci by vysledky test mély byt
pouzity pouze k podpore klinické interpretace neuropatie odbornikem/specialistou v kombinaci s klinickym obrazem pacienta.
7. BUHLMANN GanglioCombiTM MAG ELISA nebyl validovan pro vzorky z plazmaferézy.



Pfipadna odpovidajici omezeni jsou oznacena €isly v hornim indexu.

Izotyp: 1gG/IgM Mix*
Kategorie titru /
Pomér (%) <30 30-50 >50
“ " Viz Viz
MAG omezeni?? omezeni?3
Pozdgji
GM1 pretestovat Pozitivni
GM2 Negativni Viz Viz
GD1la omezeni?* omezeni>*
GD1b Pozdsji
pretestovat Pozitivni
GQ1b
Tab.3
Izotyp: 1gG
Kategorie titru /
Pomér (%) <30 30-50 >50
« » Viz Viz
MAG omezeni? omezeni?
Pozdgji
GM1 pretestovat Pozitivni
Negativni i i
oM2 g Viz ) Viz )
omezeni omezeni
GD1a Pozdaji
GD1b pretestovat Pozitivni
GQ1b
Tab.4
Izotyp: IgM
Kategorie titru /
Pomér (%) <30 30-50 >50
« » Viz Viz
MAG omezeni® omezeni®
GM1 Pozdgji
pretestovat Pozitivni
GM2
Negativni Viz Viz
GD1la " "
omezeni omezeni
GD1b Pozdéji
pretestovat Pozitivni
GQ1b
Tab. 5

INTERPRETACE VYSLEDKU

REFERENCNI INTERVALY A MEZNi POMERY

Ve spolupraci s nize uvedenymi institucemi byla stanovena hranice 50 %. Hodnoty < 30 % byly jednoznaéné klasifikovany jako
negativni. Stanovené kategorie titru vychazeji z n = 100 normalnich darcu krve 1 (dospéli muzi a Zeny < a = 50 let) a n = 277
patologickych vzorkl 2. Séra byla vySetfena na pfitomnost autoprotilatek proti kazdému z péti gangliosidt (GM1, GM2, GD1a,
GD1b a GQ1b) s detekci enzymového znaceni IgG, IgM nebo IgG/IgM a na pfitomnost autoprotilatek proti MAG s detekci
enzymového znaceni IgM podle postupu vysSetieni. Vysledky normalnich darcu krve jsou uvedeny v tabulce 18.



Pokyny pro pouziti cut-off a titraéni kategorie / poméry (%):

L Kategorie titru /
Klinicka interpretace .
Pomeér (%)
Negativni <30
Seda zéna 30-50
Cut-off 50
Pozitivni >50-100

Tab. 6

! ziskany od mistni odbérové sluzby, CH
2 ziskany z Friedrich-Baur-Institute, Ludwig-Maximilians-University of Munich, DE; University Hospital, Basel, Department of
Neurology, CH; Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Lyon Sud; Department of Neurology, University of Lyon, FR

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Presnost v ramci testu (v sérii):

"MAG": 3,4-15,0 % CV GM1: 1,4-5,7 % CV
GM2: 2,0-14,2 % CV GD1la: 1,5-7,7 % CV
GD1b: 2,3-4,4 % CV GQ1b: 2,6-5,2 % CV

Pro kazdy z péti gangliosidt nanesenych na mikrotitracnich destikach byly vybrany dvé anti-gangliosid pozitivni séra. Vzorky
séra byly testovany ve dvanacti opakovanich v jednom cyklu pro kazdou z enzymovych znacek: IgG/IgM Mix, IgG a IgM s
jednou Sarzi reagencii. Pro synteticky epitop "MAG" potazeny na mikrotitracni desti¢ce byla vybrana &tyfi anti-MAG pozitivni
séra, ktera byla testovana ve dvanacti opakovanich v jednom cyklu s enzymovou znackou IgM se dvéma SarZzemi reagencii.
Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 9, 10, 11 a 12.

Presnost mezi testy (mezi jednotlivymi testy):

"MAG": 5,6-15,1 % CV GM1: 9,0-21,0 % CV
GM2: 5,0-16,5 % CV GD1la: 11,1-24,1 % CV
GD1b: 8,0-13,2 % CV GQ1b: 8,2-19,6 % CV

Pro kazdy z péti gangliosidi nanesenych na mikrotitracnich destikach byly vybrany dvé anti-gangliosid pozitivni séra. Vzorky
sér byly testovany v jednotlivych opakovanich ve 20 nezavislych sériich, pfi€emz pro kazdou z enzymovych znacek byla
provedena jedna série denné: IgG/IgM Mix, IgG a IgM. Pro synteticky epitop "MAG" naneseny na mikrotitraéni desticku byla
vybrana ¢&tyfi anti-MAG pozitivni séra, ktera byla testovana ve dvou opakovanich v deseti nezavislych sériich s jednou sérii
denné s enzymovou znackou IgM. Studie pfesnosti mezi testy byly provedeny s jednou Sarzi reagencie. Vysledky jsou shrnuty v
tabulkach 13, 14, 15 a 16.

Mez slepého blanku (LoB): pomér <6,1 %.

LoB byla stanovena podle pokynu CLSI EP17-A. Pro vSechny tfi enzymové znacky bylo v jedné sérii provedeno dvanact
slepych opakovani (inkubaéni pufr) pro kazdy gangliosid: IgG/IgM Mix, IgG a IgM. Protoze testovani autoprotilatek MAG Ize
interpretovat pouze v kontextu detekce IgM, byl epitop "MAG" testovan pouze s enzymovou znackou IgM. Mez slepého blanku
(LoB), vyjadfena jako % pomeér k absorbanci kalibratoru, byla vypoctena na <6,1 % pro enzymovou znacku IgG/IgM Mix, <3,5 %
pro enzymovou znac¢ku IgG a <5,3 % pro enzymovou znacku IgM. Nejvy$si hodnota LoB ziskana pfi pouZziti tfi riznych
enzymovych znacek byla vzata pro stanoveni celkové meze slepého pokusu (LoB). LoB byla vypoctena pomoci parametrické
analyzy.

Mez detekce (LoD): pomér 8,1 %.

LoD byla stanovena podle pokynu CLSI EP17-A. Pro kazdy z péti gangliosidl i synteticky "MAG" potazeny na mikrotitracni
destiCce byl vybran jeden klinicky vzorek pfedstavujici nizkou koncentraci protilatek. Vzorky s nizkou hladinou byly méfeny ve
dvanacti opakovanich v jednom cyklu pro kazdou ze tfi enzymovych znaéek: IgG/IgM Mix, IgG a IgM. Protoze testovani
autoprotilatek MAG Ize interpretovat pouze v kontextu detekce IgM, byl epitop "MAG" testovan pouze s enzymovou znackou
IgM. LoD, vyjadrena jako % pomér k absorbanci kalibratoru, byla vypoétena na <8,1 % pro enzymové znaceni IgG/IgM Mix,
<6,3 % pro enzymové znaceni IgG a 6,9 % pro enzymové znaceni IgM. Pro stanoveni celkového limitu detekce (LoD) byla
pouzita nejvy$si hodnota LoD ziskana pfi pouZziti tfi rdznych enzymovych znacek.

Funkeni citlivost: pomér <8,1 %

Hodnoty pfesnosti ziskané pro vzorky séra ve studii mezi testy byly zaneseny do grafu proti jejich primérnym hodnotam %
poméru. Na datové body byl aplikovan kubicky polynomicky fit pro ziskani profilu presnosti. JelikoZz nebyl pozorovan prasecik
jednostranného 95 % intervalu spolehlivosti fitovani s 20 % kritériem pfijatelnosti CV, byla funkéni citlivost stanovena jako rovna
LoD. Vysledky jsou shrnuty na obrazku 2.



Linearita

Linearni rozsah testu BUHLMANN GanglioCombiTM MAG ELISA byl stanoven podle pokynu CLSI EP06-A. Bylo pouzito vice
sér s koncentracemi v celém méficim rozsahu testu, coz umoznilo vyhodnotit vétSinu kombinaci gangliosidi a enzymovych
znacek. Vzorky séra byly nafedény podle navodu k pouziti. V pfipadé vysoce pozitivnich vzork( séra bylo pouzito vy$si fedéni
1:2000. Nasledné byly z kazdého vzorku pfipraveny série fedéni po 10 % s pouzitim inkubacniho pufru jako fedidla. Linearita
byla definovana jako interval, ve kterém byl relativni rozdil mezi linearnim a, pokud byl vyznamny, polynomickym fitem vysSiho
fadu nizsi nez 20 %. Pro poméry < 25 % byl povolen absolutni rozdil pod 5 % poméru. Pro vS8ech pét gangliosidi nanesenych
na mikrotitradni desticku byl potvrzen linearni rozsah pokryvajici a prekradujici kategorie titru BUHLMANN GanglioCombiTM
MAG ELISA: <30 % - negativni; 30-50 % - Seda zdna; 50-100 % pozitivni a >100 % silné pozitivni. Pro synteticky epitop "MAG"
byla zjisténa horni hranice linearniho rozsahu 75 % poméru v ramci kategorie pozitivniho titru. Vysledky jsou shrnuty v tabulce
17.

Srovnani metod pro MAG "mimotop™:

Anti-MAG autoprotilatky ELISA (EK-MAG): k = 0,85 Anti-SGPG autoprotilatky ELISA (EK-SGPG): k = 0,77

Osmdesat (80) klinickych vzorku séra se signaly autoprotilatek anti-MAG IgM v celém rozsahu méfeni bylo vySetfeno v
jednotkach s detekci IgM enzymovou znackou na mikrotitracnich destiCkach potazenych "MAG" a testem anti-MAG
autoprotilatek ELISA (EK-MAG) a anti-SGPG autoprotilatek ELISA (EK-SGPG). Méfeni byla provedena pomoci dvou Sarzi
mikrotitranich destiCek potazenych "MAG". Vysledky byly analyzovany pomoci statistiky Kappa. Korela¢ni udaje jsou
znazornény na obrazcich 3A a 3B.

INTERFERUJICI LATKY

Zadna interference neni zji§téna u nasledujicich latek aZ do nasledujicich koncentraci: nekonjugovany bilirubin (iktericka séra):
40 mg/d; konjugovany bilirubin (iktericka séra): 60 mg/dl; hemoglobin: 400 mg/dl; hemolyzat (hemolyzovana krev): 400 mg/dl a
triglyceridy (Intralipid®): 2000 mg/dl.

Mikrotitraéni desticky nasteveni: IgG/IgM-Mix stitek Piiklad vysledki

'gGAigh Mix B IgG & IgM ititk
1 2 3 4 5 678910112 g QSIyAbrb _

. e . . . Soroance Eﬂ]llﬂ] g
Calibrator | CAL LLL':," CAL (ﬂ:v" Enzymovy Stitek OD450 ? Kategorie
cOﬂ[FO' CTRL|CTRL| CTRL | CTRL { ) [ ]

Med | Neg | Med | Ne B-GCO-ELG/ IgG | IgM 19G | IgM | 1aG IgM
MAG B-GCO-ELM
GM1 Kalibrator 1789 2576
GM2 1833 | 2527
GD1a Kalibrator prim. | 1.836 | 2.551 | 100 | 100
GD1b Stiednikontrola | 1267 | 1.743 | 69 | 68
aaib 1237|1764 | 67 | 69

Patient Patient Patient Patient Patient MM 1252|1753 68 69

1 2 3 4 5 Nizka kontrola 0567 | 0.938 30 37

Obr. 1A: <24 pacient / Kit (2 MP / Kit) 0584|0942 | 32 | 37

T . . - Nizks im.| 0571|0940 | 31 | 37
Mikrotitracni desticky nastaveni: IgG & IgM stitky 2k korr orim

IgG IgM Negkontrola 0061|0098 | 3 | 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 Nea. kontrol 0.051| 0.095 3 4

. CTRL CTRL eg. Kontrola
Calibrator E;:al[ Lo EAL fh prim. 0.056 | 0.097 3 4
Control TRL TRL|CTRL

Vzorek 1 Nere-
0532|0208 | 29 8 Neg.
JMAG" “MAG” levantni| 9
GM1 Vzorek 1 0171|3814 | 9 [150 | Neg | Siné
GM2 GM1 poz.
Vzorek 1 s .
GD1a 0.116 | 0.095 6 | 37 Neg. |Seds
GM2 zdéna
GD1b TP —
Zore
GQ1b GD1a 1117 | 0574 | 61 23 Poz. Neg.
Patient Patient Patient Patient Patient Patient
12 3 1 2 3 \é‘;’:“ 1021|0354 | 56 | 14 | Poz | Neg.
Obr. 1B 2 profild / pacient, < 12 pacientd / Kit (2 MP / Kit)
N Vzorek 1 03780208 | 21 | 8 | Ne Ne
Gatb ' ' g g

Tab. 8




Pfiklad vysledki
A IgG/igM-Mix &titek

AP Absorbance = Visiedeki Ih|.1‘tLa-Assay presnost (v ramci
(OD450) %] Navih €hu)
Kalibrator 1415 Enzymovy &titek 1gM: synteticky “MAG™
1.445 Lot L15AB Lot L24AD
Kalibrator prim. ajgg 2é]g0 Vzorek 1 7 3 4 1 2 3 4
Sti kontrola - =
_ 0.482 67 pum 1658 | 789 | 152 | 152 1 6a6 | 864 | 182 1711
Sti kontrola prim. 0.490 6B Esgmer]
Nizka kontrola 0.195 27 [Pomé] 45 76 52 73 [ 103 72 | 172 ] 194
0.191 26
. CV [% 69 | 96 | 3.4 | 47 | 150 | 82 | 94 | 113
Nizka kontr.priim. 0.193 27 K
Negativni kontrola g-ggg }i Tab.9
Neg. konir.prim. 0.095 13 E"z‘":_“’“' Stitek IgG/ IgM
Vzorek 1 0300 o Pretestovano St?:g;" GM1|GM1 [GM2 |GM2 |GD1a/GD1aGD1b5D1b 5Q1b|GQ1H
MAG EK-MAG Voorek | 1 | 2 | 1|2 | 1|21 ]|2]1]2
Vzorek 1 0.544 76 Pozitivni Pri
GM1 ' rum. 86 [156 | 72 192 | 124 | 264 |110 | 310 286 | 84
Vzorek 1 0106 15 N %P[t]}mer]
. agativni
GM2 Pome] | 12|25|52[12|48]20|20|40|46]19
‘é‘ED{:'“ 0162 15 Sedi zéna CV[%] |29 |32[142] 12|77 15|36 26| 32|45
Vzorek 1 Tab. 10
GD1b w 0.745 104 Silné pozitivni
Vzorek 1 A
Ga1b 0.090 13 Negativn
Tab. 7
Presnost mezi testy (v ramci béhu) Piesnost mezi testy (mezi béhy)
Enzymovy Stitek IgG Enzymovy stitek IgM
ft‘::g;io GM1|GM1 |GM2 [GM2 |GD1aGD1aGD1bED1b|GATHGA1H ‘:izgg"o GM1|GM1 [GM2 [GM2 |GD1aGD1alGD1bED1b5Q1b [GQ1h
Vzorek | 1 | 2 | 1 | 2 |1 | 2| 1|21 ]2 [Veorek |1 ]| 21|21 [2]1]2][1]2
Pram | 59 | 82 | 49 [115 | 72 | 153|139 | 111 | 89 |222 Pram. 1402 | 63 | 47 | 120| 112| 65 | 154 | 46 171 | 63
[Pomér] [Pomér]
SD 46| 47|18|69|44|72|40|28]|45]58 SD Moo |57|24|88|352[146(191|37 162 | 99
[Pomér] [Pomér]
CV[% | 2757 |37 [60°|61 |47 [2925]51 26 CV[%] [107 | 9.0 | 50| 7.3 p1.57226712.4| 8.0 | 95 [156
Tab. 11 Tab. 16
— *Kombinace autoprofilatek a izotypl, které nebyly popsany v
E“ZY"_‘WY Stitek Ight literatufe, nebyly do koneéné analyzy zahrmuty.
Etﬂ"!lho GM1 |GM1 |GM2 [GM2 [GD1aGD1aGD1bED1b Q1L |GQ1E “"Kombinace autoprotilatka/izotyp, u nichZ nebyl prokazan
rany primarni klinicky vyznam, nebyly do kone&né analyzy
Vzorek | 1 | 2 | 1 | 2 |1 | 2 |1 ]2 [ 1] 2 ———
Pram. | 79 | 87 | 43 [152 |122 [103 | 56 |142 | 72 | 74 Funkeni senzitivita
[Pomér]
SD
Poms] | 18| 12| 09| 48|36 |39]25]33) 3, 128
cviwl |23 |14 203130384423 ]52]35 50 .
[ |
Presnost mezi testy (mezi béhy) i
Enzymovy &titek IgM: synteticky “MAG™
Lot 3317N ] .
Vzorek 1 2 3 4 2
Prim. [Pomér]|  106.0 115.1 176.1 1736 g% L
SD [Pomér] 17 174 126 9.7 5 = - A
]
CV [%] 1.0 15.1 74 5.6 =2 'D L B 20
o
Tab 13 © {00500 o P9 o 5"
o [m]
Enzymovy Stitek IgGligM 10 % . "
ft‘:';g;io GM1|GM1 |GM2 |GM2 [GD1aGD1aGD1b5D1b|GQ1LGQ1H H I
Vzorek | 1 | 2 | 1| 2|1 |2 1] 2][1]2 o N . . o
Prim. 1 74 | 184 (138 [176 [224 | 92 | 96 |306 | 92 | 2O ’ _—
[Pomér] 2 Pomér [%]
SD
Poma] | 35|139[113| 78142 | 75 | 48 134 |38 133 | Opr.2
CV[%] |95 |15.2|165 | 8.9 [127(16.2[10.1| 8.8 | 8.2 [10.1

Tab. 14



Enzymovy stitek IgG

Et‘:;'ﬂ" GM1 |GM1 |GM2 [GM2 |GD14GD1alGD1b5D1bEQ1b [GQ1H
Vzorek | 1 | 2 | 1 | 2 |1 | 2 |1 ]| 2|1 ]| 2
Prim. | 55 | g4 | 45 |118 | 44 | 139|109 | 140 | 42 |204
[Pomér]
SD 164|176 64 215 [106 |155(142 |185 | 83 P36
[Pomér]
CV[% |12.4|21.0 [14.718.27 24.1]11.1[13.0 [13.2 [19.6 [116
Tab. 15
Metoda srovnani pro MAG “mimotop”
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Obrazek 3A: Vodorovna &ara oznacuje 50 % hranici poméru pouZitou v testech
BUHLMAMN GanglioCombiTM ELISA. Svisla cara oznacuje mezni hodnotu

T
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T
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anti-MAG Aufoantibedies ELISA [BTU]

1000 BTU pouZitou v testu ELISA na autoprotilatky proti MAG.
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Obréazek 3B: Vodorovna ¢ara oznacuje 50 % hranici poméru pouZitou v
testech BUHLMANN GanglioCombiTM ELISA. Svisla &ara oznacuje mezni
hodnotu 1 pouZitou v testu anti-SGPG Autoantibody ELISA.

Normalni darci krve

Ganglio- Enzymovy ST Méreny Linearni
strany Stitek rozsah rozsah
P Reg 83 381 375
MAG IgM Reg 54 7257 2257
SP69 794 794
IgG 221 CEE] 17-175
7 5127 6127
SP69 1093 2179
GM1 14148 26114
IgM sM1 5138 989
16-173 30-128
Vi Bl 16-302 16-302
SP69 14218 22178
GMZ Tghi RL1739 5110 13102
19G EP4076 5388 488
GD1a ol 58A, 4111 4111
9 WS 7-106 T7-103
igG 5815P 599 599
Db Tghi T2BR 14-163 14-148
Ve s81.5p 18264 18176
12-198 34166
GQib oG MG 18228 18228
Tab17

Kategorie anti-Ganglioside a MAG autoantibodies (%)
MAG, GM1, GM2, GD1a, GD1b, GQ1b

Negativni 91-100

Sedd zéna 0-6

Pozitivni 0-4

Silné pozitivni 0

Tab. 18

Frekvence distribuce jednotlivich antigangliosidovych a MAG autoprotilatek

(%) u normélnich darch krve (n = 100) detekovanych pomoci

BUHLMANN GanglioCombiTM MAG ELISA testu, rozdélenych do kategorii
titru. Vysledky zobrazuji hodnoty pro jednotlivé gangliosid-izotypy
(smés IgG/igM, IgG nebo IgM) a kombinace MAG-IgM.
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KRATKY PROTOKOL

BUHLMANN GanglioCombi™ MAG ELISA

Potazena mikrotitracni desticka

C promyt 2 x

100 pL kalibrator, kontroly nebo
vzorky séra (1:50)

C: inkubovat 2h #5 min pfi 2-8 °C
c promyt 3 x

pridat 100 yL Enzymového stitku

c inkubovat 2h #5 min pii 2-8 °C
| & promyt 3x

pridat 100 yL TMB substratu

c inkubovat 30 min £2 min pii 18-28 °C
na desce rotatoru

¥

pridat 100 pL zastavovaciho roztoku

==y QOdecist absorbanci pfi 450 nm (béhem 30 minut)

CELKOVY CAS: 4.5h



