Ganglioside Antibody ELISA

‘ M  PRODUCT INSERT
| M MCO 1180M anti-GM, IgM 96 Determinations

DIAGNOSTICS 1180G anti-GM, IgG 96 Determinations
A 1181M anti-Asialo GM IgM 96 Determinations
1181G anti-Asialo GM, IgG 96 Determinations
1183M anti-GD, IgM 96 Determinations
1183G anti-GD, IgG 96 Determinations
1184M anti-GQ, IgM 96 Determinations
1184G anti-GQ,IgG 96 Determinations
1185M anti-Galactocerebroside IgM 96 Determinations
1185G anti-Galactocerebroside IgG 96 Determinations
1186M anti-GD,, IgM 96 Determinations
1186G anti-GD,,IgG 96 Determinations

INTENDED USE

These enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are intended for the semi-quantitative detection of antibodies
to gangliosides in human serum to be used as adjunct to clinical indications of patients with motor-neuron disorders
/ neuropathies.

SUMMARY AND EXPLANATION

Gangliosides are acidic glycosphingolipids localized in the outer layer of plasma membranes and occur in a
variety of motor-neuron disorders / neuropathies. Neuropathies can be generally debilitating, and sometimes
fatal if they affect vital organ function. Neuropathies can be hereditary conditions, or result from an infection or
an autoimmune disease. Various neuropathies often present with similar symptoms and hence are difficult to
diagnose. Accurate diagnosis is important since proper treatment modality and prognosis may differ depending on
the particular neuropathy".

Some neuropathies, Guillain-Barré Syndrome (GBS) in particular, are better characterized than others. GBS
refers to an autoimmune disorder characterized by rapid limb weakness and loss of tendon reflex and sensory
dysfunctions. GBS is an acute inflammatory neuropathy. Patients with GBS elicit antibodies to GM, gangliosides®?.
These antibodies are reported in patients with severe axonal damage and are directed against the galactose-
galactosamine structure of the carbohydrate portion of the molecule*. GBS is a typical post-infectious autoimmune
disorder. More than two thirds of GBS patients have an antecedent infection, usually mediated by a virus or
bacterium. Cytomegalovirus, associated with upper-respiratory tract infections, and Campylobacter jejunii,
associated with gastroenteritis, initiate a cross reactive immune response against gangliosides, resulting in immune
complex deposition and demyelination of nerves leading to slow nerve conduction or blockage®.

GM,, GD,,, GD,, and Asialo GM, share the same terminal Gal (31-3) GalNAc residues. Increased titers of
IgM antibodies against GM,, GD,,, GD,, and Asialo GM, are found to co-exist in several types of motor-
neuropathies®. Among these, the presence of anti-GM, antibodies are preferentially associated with multi-focal
motor neuropathies and are never observed in lower motor neuron diseases’. This observation distinguishes
them from anti-GD,, and anti-Asialo GM, anitbodies, which are preferentially observed in cases with lower motor
neuropathies.

Serological profiles for anti-ganglioside antibodies in treated and untreated GBS patients have been reported?. Anti-
GM, IgG and anti-GD,, IgM titers peaked around forty (40) and ninety (90) days respectively following treatment.
Anti-GM, IgG titers decreased following intravenous immunoglobulin (lvlg) treatment. The clinical utility of these
antibodies is demonstrated in the correllation of antibody peaks with higher disability scores and worse clinical
outcome®. Anti-GD,, IgG antibodies are also found in 23% of patients with Multiple Sclerosis (MS) and 18% with
Optic Neuritis (ON)°. The augmented GD,_ IgG responses can be used as a discriminatory feature between MS
and GBS°®. Immunopathological studies suggest that the target of immune attack is different in the various subtypes
of GBS. In Acute Motor Axonal Neuropathy, the attack is directed against the axolemma and nodes of Ranvier.
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Antibodies to GD,_ selectively bind to motor nerve nodes rather than sensory nerve nodes of Ranvier, suggesting
their pathogenic role™.

Anti-GM, and anti-GD,, antibodies have also been reported in patients with multiple sclerosis (MS), systemic lupus
erythematosus (SLE), Alzheimer’s disease and certain normal individuals. It is important to note that anti-GM, and
related antibody levels with a titer greater than 1:800 are strongly and specifically associated with lower motor
neuron disease, sensory-motor neuropathy and motorneuropathy.

Autoimmune responses in patients suffering from other neuropathies can be directed against GQ,, and sulfatides
gangliosides’. GQ,, antibodies are associated with Miller Fisher syndrome, an unusual variant of GBS, afflicting
patients with ophthalmoplegia, ataxia and areflexia and often follow an infectious episode. Anti-galactocerebroside
antibodies appear to be closely related to anti-sulfatides antibodies and have been observed in patients with
leprous neuritis, African trypnosomiasis and mucocutaneous leishmaniasis.

Ganglioside antibodies of clinical significance are usually of IgM and/or IgG isotypes. It has been demonstrated
that plasma exchange is an effective therapeutic measure, provided it is initiated not later than two weeks after the
onset of symptoms'2. Hence, laboratory tests based on early detection of antibodies to various gangliosides can
effectively complement such therapies.

PRINCIPLES OF PROCEDURES

The ImmulLisa™ anti-ganglioside antibody assays are performed as solid phase enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA). Purified antigen-coated microwells are used to incubate Controls, Calibrators and patient serum
samples to allow specific antibodies present in serum to bind to the respective antigen. Unbound antibodies
and other serum proteins are removed by washing the microwells. After addition and incubation with an enzyme
labeled anti-human conjugate, unbound conjugate is removed by washing the microwells. The addition of pNPP
enzyme substrate to the microwells results in a color change produced by the conversion of the substrate to a
yellow reaction product. The reaction is stopped and the intensity of the color change, which is proportional to the
concentration of antibody, is read on a spectrophotometer at 405 nm. Antibody concentration range is expressed
in ELISA Units per milliliter (EU/ml) on the Calibrator and Positive Control. These values are used to determine
compliance with assay quality controls and to determine qualitative results. Positive specimen results should be
expressed in titer.

REAGENTS
Storage and Preparation

Store all reagents at 2-8°C. Do not freeze. Do not use if reagents exhibit turbidity or if a precipitate is present.
All reagents must be kept at 2-8°C throughout their use, except Enzyme Substrate, which must be brought
to room temperature (20-25°C) prior to use. When stored at 2-8°C, reconstituted Wash Buffer is stable until kit
expiration date.

Precautions

All human derived components have been tested for HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-I and found negative
by FDA required tests. However, human blood derivatives and patient specimens should be considered potentially
infectious. Follow good laboratory practices in storing, dispensing and disposing of these materials™.

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this kit insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources. If additional reagents are required, use only components with the
same lot number from Immco Diagnostics Inc. Follow good laboratory practices to minimize microbial and

cross contamination of reagents when handling. Do not use beyond expiration date on the label.
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Materials provided

Product

anti-GM, IgM 1180M
anti-GM, IgG 1180G
anti-Asialo GM, IgM 1181M
anti-Asialo GM, IgG 1181G
anti-GD,, IgM 1183M
anti-GD,, IgG 1183G
anti-GQ,, IgM 1184M
anti-GQ,, 1gG 1184G

anti-Galactocerebroside IgM 1185M
anti-Galactocerebroside IgG 1185G
anti-GD,_ IgM 1186M
anti-GD,, IgG 1186G

Kits contain sufficient reagents to perform 96 determinations.

12x8 | MICROPLATE |t

1x1.5ml |CALIBRATOR| **

1x1.5ml [CONTROL [+]*
1x1.5ml [CONTROL |-|*

1x12ml | CONJ | ALKPHOS |*t

1x60ml [ DIL |*
1x12ml | SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contains <0.1% NaN,

Microplate with individual breakaway microwells coated with
purified antigen. Ganglioside antigen is indicated on label.

Ready to use Calibrator (green cap). Derived from human serum
containing antibodies to respective gangliosides. Concentration in
EU/ml is printed on the vial label.

Ready to use Positive Control (red cap). Contains human serum
positive for respective ganglioside antibody.

Ready to use Negative Control (white cap). Contains ganglioside
antibody negative human serum.

Ready to use anti-human IgM or IgG Alk. Phos. Conjugate.
Color coded pink.

Ready to use Serum Diluent. Color coded blue.

Ready to use Enzyme Substrate. Contains pNPP. Protect from
light.

Ready to use Stop Solution

Powder Wash Buffer. Reconstitute to one liter each.

T The specific microplate antigen and antibody/isotype for each kit in this product family are indicated below:
1180M contains microplate for GM,, calibrator and control for GM, IgM and IgM conjugate

1180G contains microplate for GM,, calibrator and control for GM, IgG and IgG conjugate

1181M contains microplate for Asialo GM,, calibrator and control for Asialo GM, IgM and IgM conjugate
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1181G contains microplate for Asialo GM,, calibrator and control for Asialo GM, IgG and IgG conjugate
1183M contains microplate for GD

1b?

1183G contains microplate for GD

1b?

1184M contains microplate for GQ,, calibrator and control for GQ,, IgM and IgM conjugate
1184G contains microplate for GQ,, calibrator and control for GQ,, IgG and IgG conjugate

calibrator and control for GD,, IgM and IgM conjugate

calibrator and control for GD,, IgG and IgG conjugate

1185M contains microplate for Galactocerebroside, calibrator and control for Galactocerebroside IgM and
IgM conjugate

1185G contains microplate for Galactocerebroside, calibrator and control for Galactocerebroside IgG and
IgG conjugate

1186M contains microplate for GD,,, calibrator and control for GD,, IgM and IgM conjugate

1186G contains microplate for GD,, calibrator and control for GD,, IgG and IgG conjugate

1a’
Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature

Read instructions for use

In vitro diagnostic use

Manufacturer

4R [FB =~ [

Number of Tests

Materials Required But Not Provided

* Deionized or distilled water

*  Squeeze bottle to hold diluted wash buffer

* Pipettes capable of delivering 5 pl to 1000 pl

Disposable pipette tips

* Clean test tubes 12 x 75 mm and test tube rack
e Timer

*  Absorbent paper towels

*  Microplate reader capable of reading absorbance values at 405 nm. If dual wavelength microplate reader is
available, the reference filter should be set at 600-650 nm.

* Automatic microplate washer capable of dispensing 200 pl
SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Only serum specimens should be used in this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contaminated
specimens may interfere with the performance of the test and should not be used. Store specimens at 2-8°C for no
longer than one week. For longer storage, serum specimens should be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing
and thawing of samples.
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PROCEDURE

Procedural Notes

Read Product Insert carefully before starting the assay.

Remove required microwell strips from pouch and, to prevent condensation, immediately return unused
microwells in sealed pouch to refrigerator.

Let Enzyme Substrate equilibrate to room temperature prior to use. All other reagents, including
wash buffer should be kept at 2-8°C and used cold. Return unused samples and reagents to refrigerator
immediately after use.

Dilute patient samples immediately prior to starting the assay and store dilutions at 2-8°C until use.

Prepare wash buffer and equilibrate its temperature to 2-8°C. Wash buffer cannot be prepared just prior to
running the assay.

Good washing technique is critical and automated microplate washer is recommended. If washing is

performed manually, adequate washing can be accomplished by directing a forceful stream of cold wash buffer
across all microwells with a wide tip wash bottle. However, manual washing is not recommended for this assay.

Use multichannel pipette capable of pipetting simultaneously into 8 well strip. This speeds the process and
provides for more uniform incubation times.

Careful control of timing is important for all steps. Pipetting of all samples and reagents should be performed
at the same rate and in the same sequence and start time of all incubations beginning with the completion of
reagent addition. Each incubation period must be timed independently from previous one.

Test Method

Step 1 Maintain 2-8°C temperature of all reagents (except Enzyme Substrate) and microtiter plate strips

through Step 11 of the assay.

Step 2 Label protocol sheet to indicate sample placement in the wells according to the following figure. It is

good laboratory practice to run samples in duplicate.

Step 3 Prepare a 1:101 dilution of the patient serum samples by mixing 5 pl of serum samples with 500 pl of

cold Serum Diluent.

Step 4 Remove the required microwells from the cold pouch and return unused strips in the sealed pouch to

refrigerator. Securely place microwell strips into the extra provided holder.

Note: While performing Steps 1 through 5, microplate should be kept on ice packs to maintain 2-8°C
temperature.

Note: Pipette 100 pl of cold Serum Diluent into one microwell as a reagent blank. All Steps should
be performed rapidly to avoid warming of the microwells and serum dilutions.

Step 5 Pipette 100 pl of Ready to Use cold Calibrator, Positive and Negative Controls into microwells.

Pipette 100 ul of cold diluted samples.

QUALITATIVE DETERMINATION
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Step 6
Step 7

Step 8
Step 9
Step 10
Step 11

Step 12
Step 13

Step 14

Incubate 16-18 hours (overnight) at 2-8°C.

Wash 4x with cold wash buffer. For manual washing, fill each microwell with reconstituted wash
buffer. Aspirate contents of each well. Invert microplate and tap gently on absorbent paper towels.
Keep inverted for ~1 minute to drain all liquid from microwells. Note: Do not tap vigorously, tap
lightly to remove excess liquid from wells. Keep all strips cold during this operation.

Pipette 100 pl of cold Conjugate into microwells.
Incubate 2 hours at 2-8°C.
Wash all microwells as in Step 7.

Pipette 100 pl of room temperature equilibrated Enzyme Substrate into each microwell in the
same order and timing as the conjugate.

Incubate 30 minutes (+ 5 min) at room temperature.

Pipette 100 pl of Stop Solution into each microwell using the same order and timing as for the addition
of the Enzyme Substrate. Read absorbance values within one hour of adding Stop Solution.

Zero ELISA reader against reagent blank. Read absorbance of each microwell at 405 nm using a
single or 405/630nm dual wavelength microplate reader.

Quality Control

Reagent blank must be run with each assay to verify the integrity and accuracy of the test. The OD reading of the
reagent blank should be <0.3. The EU/mI of the Positive Control should be within the range indicated on the label.
The Negative Control must be < 20 EU/ml. The OD of the Calibrator must be greater than that of the Negative
Control and less than that of the Positive Control. For improved reproducibility samples may be run in duplicate
and EU/ml calculated using the mean of the OD readings for the duplicate wells.

RESULTS

Calculations

Concentrations of the patient samples can be determined by either of two methods:

1. Qualitative

Results obtained by this method should be reported as positive or negative.

Abs. of Test Sample

X EU/mI of Calibrator = EU/ml Test Sample
Abs. of Calibrator

Interpretation

The following serves only as a guide in the interpretation of the laboratory results. Each laboratory must determine
its own normal values. These may vary with the population examined.

Anti-Ganglioside Value Interpretation

<20 EU/mI Negative
20-25 EU/mlI Indeterminate (Borderline)
>25 EU/ml Positive

2. Quantitative

Quantitative values may be determined for samples testing positive using the qualitative method. Quantitative
values for positive specimens should be expressed in titer of the specimen. To determine the titer of positive
patients, make four-fold serial dilutions of the patient sample starting from 1:101 and perform the assay as indicated
in Test Method. The last dilution that has an EU/mI greater than 25 is the endpoint titer of the patient. A table has
been provided below to indicate proper preparation of the four-fold dilution series.
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Tubes 1 2 3 4

Serum 10 ul

Buffered Diluent 100+0 pl 800l 800l 800 pl
= = =

Transfer 200 pl 200 I 200 pl

Final dilution 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Test results obtained by this assay alone are not diagnostic and should be considered in conjunction with the clinical
presentation of the patient. Any test with borderline reactivity should be retested to confirm the result. It is also
recommended that patients with borderline results be retested after a subsequent blood draw. Immunosuppressive
therapy, plasmapheresis, initiation or alteration in the treatment of a patient with neuropathy should not be performed
on the basis of positive reaction in this assay. All clinical observations and, most importantly, electrophysiological
data such as motor nerve conduction block or other related symptoms should be taken into consideration along
with the results of the ganglioside assay. Serum from some patients with motor neuropathies may be negative for
certain gangliosides. Such patients should be tested for autoantibodies to other gangliosides.

EXPECTED VALUES

The following flow chart depicts the presence of anti-ganglioside antibodies in certain well characterized
neuropathies'’. This chart is only to assist in the differential diagnosis and should not be used as conclusive
information of all neuropathies listed. See limitations of the procedure.
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Neuropathies
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no anti- anti-asialo GM1 anti-GM1
ganglioside (high levels) (high levels)
drome

rome
| Sclerosis
europathy

Lower Distal Motor Neuron Syndrome

Proximal Motor Neuron Syndrome

Diffuse Lower Motor Neuron Syndrome

Acute Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy
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MéBodog ELISA yia avTiowpaTa KATA TWV YayYAIOOI18iwv

M  ENOETO nPOiONTOZE

| M M CO© 1180M IgM avriowuara kara tou GM, 96 lNpoodiopiouoi
PP —— 1180G IgG avriowpara kard rou GM, 96 Npoadiopiouoi
DIAGNOSTICS '
—— 1181M IgM avriowpara kara Tou Asialo GM, 96 lMpoadiopiopoi
1181G 19G avriodyara kard Tou Asialo GM, 96 [Mpoodiopiojoi
E 1183M IgM avriowuara kara Tou GD,, 96 [Mpoodiopiouoi
E 1183G 1gG avriowpara kard rou GD,, 96 Mpoodiopiool
E 1184M IgM avriowpara kara Tou GQ,,; 96 [Mpoadiopiooi
E 1184G 1gG avriowyara kard rou GQ,, 96 Mpoodiopiouoi
E 1185M IgM avriowuara kard Tou yaAakrooepefpoaidiou 96 MNpoadiopiouoi
E 1185G 19G avriowpara kard rou yaAakrooepeBpoaidiou 96 lNpoadiopiolioi
E 1186M IgM avriowuara kara Tou GD,, 96 lNpoadiopiouoi
E 1186G 1gG avriowpara kard tou GD,, 96 lNpoodiopiapol
MPOOPIZOMENH XPHZH

AuTég o1 uéEBodOI evQUPIKOU avoooTTpoopo®nTIkoUu TTpoadiopiopol (ELISA) trpoopidovtal yia Tov nuI-TTOOOTIKO
TTPOCBIOPICHS TWV AVTICWHATWY KATA TwV yayyAlooidiwv o€ 0po avBpwITTou Kal XpNOIYOTIOIOUVTal WG ETTIKOUPIKO
MEOO TWV KAIVIKWYV eVOEIEEWV TwWV aoBevWV PE dlaTapax£ég TOU KIVITIKOU VEUPWVA / VEUPOTTABEIEG.

MEPIAHWH KAI ENME=HIMHZH

TayayyAiogidia eival 6EIva yAuKoa@IyyOAITTIOIa TTOU EVTOTTICOVTAI OTNV EEWTEPIKA OTIRASA TWV KUTTOPIKWY HEUBPAVWV
Kal eppavifovral o€ did@opeg dlaTapaxEG Tou KIvNTIKOU veupwva / veupoTrdBeieg. O1 veupoTTdBeIeg YEVIKG JTTOPOUV
va TTPOKAAéoOUV KaTaBoAr Kai, €dv emmnpedoouv Tn Asitoupyia Kdmolou {wTIKOU opydvou, €vioTe PTTopouv va
atrofouv poipaieg. O1 veupoTtdBeleg PTTOPEi va gival KANPOVOUIKEG KATAOTAOEIG i} va €ival aTToTEAECUO AoiwENG
r autodvoong vooou. MoAAEG veupoTTaBeleg ekONAWVOVTAlI CUXVA PE TTAPOHOIO CUPTITWHATA KAl ETTOMEVWG Eival
duokolo va diayvwaoTouv. H akpifrg didyvwaon gival onuavTiky dedopévou 011 0 KatdAAnAog TpdTTog Bepartreiag Kal
n TPdyvwaon Ptropei va dlapépouv avdaAloya Pe TNV KAOe veupoTrddeia’.

Oplopéveg veupoTrddeleg, kail 1IdlaiTepa 1o auvdpopo Guillain-Barré (GBS), éxouv xapaktnpioTei KaAUTEPO aATTO
AdAAeg. To GBS avagépetal o€ pia autodvoon diaTapayr] TTou XapakTnpifetal atrd Taxeia €aobévnon Twy dkpwy,
ATTWAEIA TWV TEVOVTIWVY AVTAVAKAQOTIKWY Kal aloOnTnpiakég duaAeitoupyieg. To GBS eival pia ogia gAeypovwdng
veupoTidBela. Ztoug aoBeveig pe GBS mapdyovral aviicWpara évavrl 1wy yayyhooidiwv GM, 23, Ta avriowuara
autd ep@avifovtal oe aoBeveic pe goPapn afovikn PAARN kal kateuBUvovTal €vavTl TNG OOPNAG YAAAKTO(NG-
yaAaktolapivng Tou udaTtavOpakikoU THAUATOG Tou popiou*. To GBS eival yia TUTTIKH, JETAQAEYUOVWBNG, auTodvoan
diatapayn. MNepioocdTepa amo Ta dUo Tpita Twv acBevwv pe GBS éxouv pia mpoyevéoTepn Aoipwén, ouvnbwg
loyevi i BakTnplokr. O KUTTapoueyaAoidg, TTou OXETICETAI e AOIMWEEIG TNG AVWTEPNG AVATTVEUCTIKAG 000U Kal TO
Campylobacter jejunii, TTou OXETICETAI UE YAOTPEVTEPITION, TTUPOSOTOUV HIG AVOCOAOYIKF ATTOKPION SIA0TAUPOUHEVNG
avTIOPOOTIKOTNTAG EVAVTI TV YayYyAIOOISiwyv, PE QTTOTEAECHA TNV €vaTTOOEON OVOOOCUUTIAEYUATWY KOl TNV
aTropueAivwon Twv VEUpwY, KATAARyovTag €101 o€ BPadeia aywyr VEUPIKWY WOEWV ) O ATTOKAEITUO TOUGS.

Ta yayyAiogidia GM GD GD kai Asialo GM éxouv TIG idleg TEAIkEG opadeg Gal (R1-3) GalNAc. Augnuévol
TiTAoI IgM avnowpcnwv chTcx TwV yayyAioo1diwv GM GD,,, GD,, kai Asialo GM, £xei BpeBei o1 cuvuTIdp)OUV
e dIdYopoug TUTTOUG KIVNTIKWY VEUPOTTABEIWVE. Mawﬁu QuUTWV, N TTAPOUCIa AVTICWHATWY O(VTl—GM1 oxeTiCeTal
cuxvonpcx M€ TTOAUEOTIOKEG KIVNTIKEG VEUPOTIABEIEG Kal DEV TTAPATNPEITAI TTOTE O€ VOGOUG TOU KOTWTEPOU KIVNTIKOU
veupwva'. H Tapatipnon auth Ta dlaxwpilel ammd Ta QVTIGWHATA KATA Twv GD kal Asialo GM Ta oTroia
TTOPATNEOUVTAI CUXVOTEPQ OE TTEPITITWOEIG VEUPOTTABEIWV TOU KATWTEPOU KIVNTIKOU vsupwva

‘Exouv ava@epBei opoAoyikd TTpO(pI)\ Yo QvTIOWPOTO KaTd Twv yayyAlooidiwv oe acBeveig pe GBS tou €xouv
AGBel 1j Sev €xouv AdBel Beparreia®. O1 TiTAOI Twv IgG avriowpdTtwy avt-GM1 kai Twv IgM avTiIcwPATwy avTi- GD

¢pBaocav oTn PEYIOTN TIMN TOug TTepiTTou émmeiTa atmo aapdvTa (40) kar evevAvTta (90) nuépeg avTioToixa PETA Tr]
Beparreia. O1 TiTAoI TwV IgG avTICwPdTWY avTI- GM1 peiwBnkayv ETeITa aTTo BepaTreia e evOOPAEBIa avocoo@aipivn
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(Ivlg). H kKAIviKiy xpno1gdtNTa QUTWY TWV aVTICWHATWY TTAPOUCIAZETAlI OTN CUOXETION TWV UWPNASTEPWY TITAWV
TWV QVTICWHPATWY PE UWNnAOTEPEG BaBuoAoyieg avatrnpiag Kal pe xeipdtepn KAIVIKA ékBaond. Ta IgG avTiowuaTa
qvn—GDM aTTavTouv €1Tiong 010 23% Twv aoBevwy Pe okAfpuvon katd TTAdkag (ZKIT) kai o1o 18% Twv acBevov
pe otrmikn veupimda (ON)°. Or augnuéves IgG atrokpioelg aTo avTiyévo GD MTTOpOUV va XPNoIMEUTOUV WG
XapakTnEIoTIKG didkpiong petagl ZKIM kai GBS®. AvocotraBoloyikég psAang uttodelkvUouv OTI 0 0TOXOG TNG
avoooAoyIKAG TTPOCROANG gival dIagopeTIKOG 0TOUg didPopoug uttoTuTroug Tou GBS. ZTnVv o&gia agovikn KivnTIKn
VEUPOTTABEIa N TTPOCROAN OTPEPETAI KATA TOU VEUPEIANMPATOG KAl Twv KOPPBwWY Tou Ranvier. Ta avTicwuaTta Katd
TOU GD deapevovTal ETTIAEKTIKA OTOUG KIVATIKOUG VEUPIKOUG KOPBOUS avTi yia Toug aioBnTikoug KOUBOUG Tou
Ranvier, UTIoSNAGVOVTAG £T01 TOV TIABOYEVETIKS TOUS pOAo ™.

AvTi- GM Kal QvTI- GD uvncwuam éxouv ettiong avaepBei o aoBeveig pe okAfpuvon katd TTAdkag (ZKI1), pe
ouompoml(o apuenpmwén AUKko (ZEN), pe véoo Alzheimer kai o€ opigpéva @uololoyikd dToua. Eival onuavTikoé
va onuelwBei 6T eTTiTTEdO AVTI- GM KOl AAAWV OXETIKWYV aVTIOWPATWY JE TITAO peyaAuTepo amd 1:800 oxeTiCovral
oTeVd Kal €10IKA JE ™m vooo TOU KaTwTspou KIVNTIKOU VEUPWVA, PE TNV AIOONTIKA-KIVNTIKA VEUPOTTIAOEIO KAl PE TNV
KIVATIKF VEUPOTTGBEIA .

O1 auTOGVOOEG OTTOKPIOEIG 0€ A0BEVEIG TTOU TTAOXOUV OTTO AAAEG veupoTTaBelEg uTTOpoUV va KaTeuBuvBouv Katd
Tou GQ,, Kal Twv yayyMooidiwv Twv couAeaTidiwy’. Ta avricwyata kard Tou GQ,, oxetifovral ue 1o gUVOPOHO
Miller Fisher, pia acuvrBiotn rapaAAayn Tou GBS, n omoia ekdnAwvetal e opbaAuormrAnyia, araéia kai amouaia
avTavakAQoTIKWY Kal N oTroia ouXvda akoAouBei pia Aoipwén. Ta avTiowuata Katd Tou YaAaKTooePERPOaTIdiou
@aiveral 0TI OXeTiCOVTal OTEVA PE TA AVTICWHATA KATA TwWV COUAPaTIBiWV Kal €xouv TrTapatnpnBei oe aoBeveig pe
Aempwaoikn veupinida, appikavikn Tputravoowiacn kai BAsvvoyovodepuartikni Asiouaviaon.

Ta avTiowpaTta Katd Twv yayyAiooidiwv avikouv cuviBwg aTtoug 1aéTutroug IgM kai/ij IgG. ‘Exel BpeBei 6T n
avtaAAayn TTAGouaTog gival £va aTToTEAEOUOTIKO BEPATTEUTIKO PHETPO, EQOCOV QUTH EEKIVAOEI EVTOG dUO eRSOUAdwWYV
atméd TNV apXIKf EMPAVION TwV CUPTITWHATWY >, ETTOPEVWC, Ol EPYOOTNPICKEC EEETACEIC TTou Badilovial oTnv
£yKaipn avixveuon avTiCWHUATWY Katd Twv d1o@opwyV yayyAloo1diwv JTTopoUV va CUUTTANPUWOOUV OTTOTEAEOUATIKA
TETOIOU €idOUg BepaTTEiEG.

APXEZ TQN AIAAIKAZIQN

O1avaoAUoEIG AVTIOWUATWY KATA TwV yayyAiooidiwv Tng ImmuLisa™ dievepyouvTal wg eVUUIKEG AVOTOTTPOT POPNTIKES
avaAuoelg (ELISA) oTtepedg @dong. Ta diaAupata eAéyxou, ol BaBpovounTtég kal Ta deiypaTta opoU aoBevwv
eMWALoOVTAl OE ETTIKAAUPMEVEG PE KEKABAPUEVO QVTIYOVO HIKPOKUWEAIDEG, €TTITPETTOVTOG £TOI TN OECPEUCN TWV
€I0IKWV AVTICWUATWY Tou 0poU OTO AVTIOTOIXO avTiydvo. Ta avTICWHaTa TTou dev SeoUeUTNKAY, KABWGS Kal AAAEG
TIPWTEIVEG TOU OpPOoU, ATTOUOKPUVOVTAIl JE EKTTAUCH TWV PIKPOKUWEAIdWY. META TNV TTPOoBAKN Kal TNV €TTWACH
ME éva ONUOOHEVO PE €VCUPO OUCEUKTIKO avTiowua KATd TNG avepwITivng avoooo®aipivng, To un OECUEUPEVO
OUCEUKTIKO QVTICWHA aTTOPOKPUVETAI PE EKTTAUCT TWV HIKPOKUWEAIdWY. H TTpooBnkn evCUUIKOU UTTOOTPWHATOG
pNPP 0TI pikpoKuWweAideg £xel oav atmoTéEAeoUa pia aAAayr XPWHATOG TTOU SNPIOUPYEITAl AtTd T PETATPOTTH
TOU UTTOOTPWHATOG O€ éva KiTpIvo TTpoidv avtidpaong H avtidpaon TeppaTiCetal kKal n évraon Tng aAAayng Tou
XPWHATOG, N oTroia gival avdAoyn TNG CUYKEVTPWONG TOU AVTICWHOTOG, aVIXVEUETAI OTTO £Va PACHATOPWTOUETPO,
o€ PNAKog kKupartog 405 nm. To €UPOG TNG CUYKEVTPWONG TOU AVTICWHATOG ekppdletal o povadeg ELISA ava
xIAloaToAITpo (EU/mI) oTo BaBuovounTr kai 1o didAupa BeTikoU eAéyxou. OI TINEG AUTEG XPNOIKOTTOIoUVTal YIa TOV
KaBopioud TNG cup@wviag pe Ta SlaAupaTa eAEyXoU TToIOTNTAG TG AVAAUCNG Kal TOV TTPOCSIOPITHO TWV TTOIOTIKWY
atroTeAeoPdTWY. Ta BETIKG aTTOTEAEOUOTA TWV OEIYUATWY TTPETTEI VA eKPPALoVTal O€ TITAO.

ANTIAPAZTHPIA
®UAagn Kal TTPoETOINATIA

OAa Ta avTidpaaThpia TTPETTEI va UAGooovTal o€ Bepuokpaaia 2-8°C. Mnv Ta kartayuxete. Mn XpnoIPoTIOIEITE
Ta avmidpaaoTrpia edv eival BoAd A edv TepiExouv iCnua. OAa Ta avTidpaoThpla TTPETTEl Vo QUAGCOCOVTAI O€
Oeppokpacia 2-8°C kaBOAN Tn SidpKeIa TG XPNONG TOUG, EKTOG ATTO TO EVEUUIKO UTTOOTPWA, TO OTTOIO TTPETTEI
va @Tdoel o€ Beppokpaacia dwpaTiou (20-25°C) mrpiv amd T xpron. Otav uAdooeTal o€ Beppokpaaia 2-8°C, 10
avaouoTaBév puBUIOTIKO SIGAUPA EKTTAUONG TTAPAUEVEI AVAAAOIWTO PEXPI TNV NUEPOPNVIa ARENG TOU KIT.
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Mpo@uAdgeig

OAa 1o ouoTaTikG avBpwTTivng TTPoéAeucng €xouv eAeyxBei yia Tnv TTapoucia Tou avtiyovou HBsAg, Twv 1V
HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I ka1 £€xouv Bpebei apvnTikd, cUPQWVA PE TIG ECETACEIG TTOU ATTAITET
o Opyaviouog Tpogipwyv kal Papudkwy Twv H.I.A. (FDA). Qoté00, Ta TTOPAYWYa avOPWITIVOU QiJaTOg KAl TO
ociypara acBevwv Ba TTPETTEl va BewpouvTal wg duvnTika Aoipgoyova. AKoAouBroTe TIG 0pBEG epyacTnPIaKES
TIPAKTIKEG KATA TN QUAAEN, TN XOpriynon Kal TNV atréppiyn TwV UAIKWY autwv'™.

MPOEIAOMNOIHEH — To algidio Tou varpiou (NaN ) evdéxetal va avTidpdoel pe owAnvwoelg atmdé poAuBdo n
XaAKO Kal VO OXNUATIOE! I0XUPWS EKPNKTIKG adidia PeTAAAwY. Katd Tnv amméppiyn Uypwy, eKTTAUVETE UE HEYGAES
TO0OTNTEG VEPOU, £€TOI WOTE va ammoPeuxBei n cucocwpeuon adidiwv. To alidlio Tou vaTpiou evdExeTal va gival
TOgIKG O€ TTEPITITWAON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATIOONG, OVAPEPETE AUECWG TO TTEPIOTATIKO OTO DIEUBUVTH TOU
€pPyacTnpiou 1 01O KEVTPO EAEYXOU ONANTNPIACEWV.

MNa 1N dlooc@AAion €yKupwv ATTOTEAEOPATWY, akoAouBroTe TIG odnyieg akpIfwg OTIWG eP@avifovial e auTtd
TO €vOETO TOU KIT. MV eVOANGOCETE TA CUCTATIKG TOU KIT PE OUCTATIKG GAANG TTpoéAeuong. Edv atrairouvral
EMTTAEOV QVTIOPAOTHPIA, XPNOIMOTIOINOTE ATTOKAEIOTIKG cuaTaTIKG JE Tov id10 apiBud TapTidag atrd mn Immco
Diagnostics Inc. AkoAouBroTe TIG 0pBEG EpyaoTNPIAKES TIPAKTIKEG YIa va eAaxIoTOTTOINBEI 0 KivOuvog PIKPOBIaKNG
N dlacTaupoupevng HOAUVONG TwV avTIOPAOTNEIWY KATA TO XEIPIOPWO Toug. Na unv XpnoIJoTIoIEiTal YETA TNV
TTapéAEUan TNG NUEPOUNViag ARENG TTou avaypda@eTal OTNV ETIKETA.

YAIKA TTOU TrapEXOVTal

lpoidv

ImmuLisa™ IgM avTiowpaTta Katd Tou GM, 1180M
ImmuLisa™ IgG avtiowuata kard tou GM, 1180G
ImmuLisa™ IgM avTiowparta katd Tou Asialo GM, 1181M
ImmuLisa™ IgG avriowpaTa katd Tou Asialo GM, 1181G
ImmuLisa™ IgM avTiowuarta katd Tou GD,, 1183M
ImmuLisa™ IgG avTiowyata kard Tou GD,, 1183G
ImmuLisa™ IgM avTiowparta katd Tou GQ,, 1184M
ImmuLisa™ IgG avriowpata katd Tou GQ,, 1184G
ImmuLisa™ IgM avTiowyaTta Katd Tou yaAakTooepeRpoaidiou 1185M
ImmuLisa™ IgG avTicwpaTta KaTd Tou YOAOKTOoEPERPOTIdiou 1185G
ImmuLisa™ IgM avriowpata katd Tou GD 1186M
ImmuLisa™ IgG avTtiowuara kard Tou GD, 1186G

Ta KIT TTEPIEXOUV ETTOPKA avTIOPACTAPIA yIa TNV EKTEAETN 96 TTPOCBIOPICHWV.

12x 8 | MICROPLATE |t MAaKkiG10 EeXWPIOTWY OTTOCTIWHEVWY UIKPOKUWEAIDWY

EMKAAUPPEVWYV PE KEKABapUEVO avTiyovo. To avTiyévo

yayyAioo1diou avaypda@eTal OTnV ETIKETA.

1x1.5ml * 1 ‘EToIpog TTpog xprion BaduovounTng (Trpdaivo TTwua).
MpoepxoueEVOg aTTd 0pd avOPWTTOU TTOU TTEPIEXEI AVTICWHATA
KOTA Twv avTioToixwyv yayyAiooidiwv. H cuykévipwon, oe EU/ml,
avaypa@eTal 0TV ETIKETA TOU @laAidiou.

1x1.5ml [coONTROL * 1 ‘ETOIMO TTPOG Xpron SIGAUpa BETIKOU eAEyXOU (KOKKIVO TTWOHA).

Mepiéxel opd avBpwTTOU BETIKO YIO TO AVTIOTOIXO AVTICWUA
yayyAiooidiou.
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1x15ml [CoNTROL]"

‘EToipo Trpog xpron SidAupa apvnTikoU gA&yxou (AEukd TTWHQ).
Mepiéxel opd avBpwTTOU APVNTIKO YIa avTiowua yayyAlooidiou.

1x12 ml

| CONJ | ALKPHOS |**

‘ETOIMO TTPOG XPpHoN avTicwpa Katd Tng avlpwirivng IgM i IgG

1x60ml [ |
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x1zm
| BUF | WASH |

2x

ouleuyHéVO pE OAKAAIKN Qo@ATAoT. XpWHATOG POC.

"ETOIMO TTPOG XPrON apaiWTIKO SIGAUMO 0pOoU. XPpWHATOG MTTAE.
‘ETOIMO TTPOG XPHON EVEUMIKO UTTOOTPWHA. [EpIEXE! p-
VITPoQaIVUAIKT) pwo@atdon (pPNPP). Na rpooTareueTal atrd 1o
Ppwe.

‘EToIpo TTpog Xprion SidAupa TEPUATIOHOU.

>Kovn puBpiIoTIKOU SiaAupaTog éEKTTAuong. H avaouoTtaon
TTPETTEl VA YiveTal €wg OYKO £vOG AiTpou yia To Kabéva.

* Mepiexer <0,1% NaN,

T AvagépovTal TTapOKGTW Ta CUYKEKPIYEVA avTIYOVA KAl QVTICWUOTA/ICOTUTTON TV TTAQKISIWY KAGBE KIT QUTAG TNG
oeIpdg TTPOIGVTWV:

[REF] To 1180M
[REF] To 1180G
[REF] To 1181M
[REF] To 1181G
[REF] To 1183M
[REF] To 1183G
[REF] To 1184M
[REF] To 1184G
[REF] To 1185M
[REF] To 1185G
[REF] To 1186M

[REF] To 1186G

mepIAapBdver TAakidio yia Tnv GM,, BaBuovountr] kai didAupa £Aeyxou avtiowpatog IgM kard
g GM, kar ouZeukTiké avTiowpua IgM,

mepidapBdvel Aakidio yia v GM,, Baduovountn kai didAupa éAeyxou avTiowpatog IgG katd
™G GM1 ka1 ouleukTikd avTiowpa 1gG,

mepiAapBdver Aakidio yia Tnv Asialo GM,, BaBuovountr| kai didhupa éAeyxou avtiowparog IgM
Katd Tng Asialo GM, kai GUCEUKTIKO avTiowpa IgM,

mepiAapBdver Aakidio yia Tnv Asialo GM,, BaBuovountr| kai SidAupa €Aeyxou avTiowpatog IgG
katd TNng Asialo GM1 kai culeukTik6 avTiowua IgG,

mepIAapBdver TAakidio yia Tnv GD,,, BaBuovounTr kai didAupa £Aeyxou avtiowuaTtog IgM kard
¢ GD,, kar ouGeukTIKG avtiowua IgM,

mepihapBdver mAakidio yia Tnv GD,,, BaBuovountn kai didAupa éAeyxou avriowuatog IgG katd
g GD,, kar ougeukTiKé avtiowua IgG,

mepihapBdver Aakidio yia Tnv GQ,,, BaBuovounTn kai didAupa €Aeyxou avTiowparog IgM katd
¢ GQ,, Kal GUCEUKTIKO avTiowua IgM,

mepihapBdver TAakidio yia Tnv GQ,,, BaBpovounTtn kai didAupa €Aeyxou avriowparog IgG kard
¢ GQ,, Kal UCEUKTIKO avTiowpa IgG,

TepIAaPBAvel TTAakidIO yia To yaAakTooepeRpoaidio, Babuovounth kal SiIdAupa EAeyxou
avTiowpaTtog IgM katd Tou yoAdakTooepeBpoaidiou Kal CUCEUKTIKO avTiowua IgM,

TrepIAapBdvel TTAakidIO yia To yaAakTooepeRpoaidio, BabuovounTtr kal diIdAupa EAeyxou
avTiowpaTtog IgG katd Tou yaAakTooepeRpoaidiou Kal CUCEUKTIKO avTiowpa 1gG,

mepiAapBdver mAakidio yia Tnv GD,, BaBuovounT kai didAupa éAeyxou avtiowpaTtog IgM kard
¢ GD,, kar oueukTIKG avtiowua IgM,

mepihapBdver Aakidio yia Tnv GD,, BaBuovountr kai didAupa éAeyxou avriowuartog IgG katd
¢ GD,, kal cuZeukTIKO avtiowua IgG,

ZUuBOAQ TTOU XPNOIMOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
ApIBUOS TTapTidag
ApIBUOS KATAAGYOU
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& Huepopnvia Aign
X O¢eppokpacia atTodrikeuong

/i\ AlofdoTe T1IG 0dnyieg xprong
In vitro SlayvwaoTIKY XPAoN

d KaTtaokeuaoTrg

W Ap1BubdG avaAloewy

AtraiToUpeva UAIKG TToU Bev TrTapéxovTal

ATTIOVIOUEVO 1) ATTECTAYUEVO VEPO

EUkauTrTn TTAGGTIKR QIGAN YIa TO apaiwPéEVO pUBUIOTIKG SIGAUPQ

Miéteg e duvatotnTa Xopriynong 5 pl éwg 1000 pl

AvaAwaoipa akpo@UaIa TTITTETWY

KaBapoi dokipaoTikoi CwARVeG dilaoTdoewy 12 X 75 mm Kal popEag SOKIHAOTIKWY CWARVWV
XPOVOUETPNTAG

ATTOppOPNTIKA XOPTIA

Zuokeun avayvwong TAakISiwv pe duvatdtnTa avayvwong TIHWY ammoppoé@nong o€ PAKog kupatog 405 nm.
Edv uttdpxel diaBéoiun oguokeun avdyvwong TTAakidiwv OITTAoU PAKoug KUPATOG, To @QIATpO avagopdg Ba
TPETTEl va puBuioTei ota 600-650 nm.

AuToparn ouokeur éktTAuong TTAakidiwy pe duvatéTtnta xopriynong 200 pl

ZYAAOI'H KAI XEIPIZMOZ AEIrMATOZ

Oa TpETEl va xpnolgoTrolouvTal pévo deiyyata opou yia autr Tn dladikagoia. Agiypata TTou €XOUV UTTOOTEN
peydAou BaBuou aipdAuan, AITTaIpIKG 1) deiyaTa JOAUCHUEVA PE PIKPOPIA EVOEXETAI VA ETTNPEGCOUV TNV ATTOd00N
TNG avdAuong Kal dev Ba TTpETTel va XpnaoiyotroiolvTal. Ta deiypata QuAdooovTtal o€ Beppokpaacia 2-8°C, etTi OxI
TePIoadTEPO aTTod pia Bdopdada. MNa eUAagn peyaAuTepng didpkelag, Ta deiypata opol Ba TTpéTrel va KatayuxBouv
oToug -20°C. Na atro@elyeTal n emmaveiAnuuévn Katadwugn Kal arrogun Twv OelydATwV.

AIAAIKAZIA

Znueiwoeig Tng diadikaoiog

AloBAoTe TTPOCEKTIKA TO £VOETO TTPOIOVTOG TTPOTOU EEKIVATETE TNV avdaAuon.

A@aipéoTe TIG ATTAITOUPEVEG TAIVIEG MIKPOKUWEAIdWY atmd Tn Onkn Kol ETMOTPEWTE APECWG TUXOV Wn
XPNOIMOTTOINUEVEG HIKPOKUWEAIDEG GTO WUYEIO PECT OE OPPAyITPEVN BrKN, TTPOKEINEVOU VO ATTOPEUXOEi TUXOV
OUMTTUKVWON USPOTHWV.

A@NOTE TO EVUUIKO UTTOOTPWHA VO PTACEI O€ BEpuoKpacia dwuaTiou TpIv atrd Tn XpRon. OAa Ta dAAa
avTISpaoTAPIN, CUUTTEPIAAUBAVONEVOU TOU PUBMICTIKOU S10AUHATOG EKTTAUC NG, TTPETTEI VA TTOPOAMEVOUV
og Beppokpacia 2-8°C kai va xpnoigotroloUvtal Kpua. EToTpéwTe OAa Ta un Xpnolgotroinuéva deiypata
Kl avTIOPOOTHPIO OTO WUYEIO AUECWG PETA T XPHOTN TOUG.

ApaiwoTe Ta deiypata Twv aoBevwv apéowg TTPOToU CEKIVAOETE TNV AVAAUCN KOl QUAGETE TIG OpaIWOEIS OF
Beppokpaaia 2-8°C péxpl TN XprRon Toug.

MpogToiudaTe TOo pUBUICTIKO dIdAUPA EKTTAUGNG Kl aprjoTe TO va pTAcEl o€ Beppokpaaia 2-8°C. H rpoeToipacia
TOU pUBMIOTIKOU SIaAUpATOG EKTTAUCNG OEV UTTOPEI va Yivel auECWG TTPIV atrd TNV EKTEAECN TNG AvAAUONG.

Eivai onpavtiki n XpAon oplng TeXVIKAG éKTTAUONG KAl CUVICTATAI N XPAON GUTOMATNG OUCKEUNG
ékmAuong TTAakISiwv. EAv n éKTTAUGN Bev eKTEAEITAI QUTOUATA, ETTAPKNG EKTTAUCH ETTITUYXAVETOI KOTEUBUVOVTAG
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Mia 1oXUPRA PITTA KPUOU puBUICTIKOU SIOAUPATOG EKTTAUGNG ATTO UIa QIGAN €KTTAUGNG PE EUPU aKPOPUCTIO KaTd
MAKOG OAWV TwV PIKPOKUWEAIdwY. QOTO00, N un autéparn EKTTAucn &€ cuvioTdTal yIa aQuTr TNV avdAuon.

e XpNOIMOTIOINOTE pia TTOAUKAVOAN TTITTETA JE SuvaTOTNTA TAUTOXPOVNG XOPrynong o€ 8 Taivieg KuweAidwv. Me
TOV TPOTTO QUTO, emITOXUVETAI N SladIKaoia Kal ETTITUYXAVOVTAI TTIO OPOIOPOP@OI XPOVOI ETTWACNG.

* 2g ONa Ta BApaTa gival oNPAVTIKOG O TTPOCEKTIKOG EAEYXOG TWV XPOvVwV. H TTpooBnkn 6Awv Twv delyudTwy
Kol avTIOPaCoTNEiwY TTPETTEN va YiveTal e Tov idlo puBuo Kal Ye Tnv idia oeipd Kal n évapén Tou Xpovou 6Awv
TWV ETTWACEWV Ba TTPETTEI va EEKIVA e TNV OAOKARpwaon TNG TTPooBRKNg Twv avTidpaoTnpiwyv. Kabe trepiodog
ETTWAONG TIPETTEI VO XPOVOUETPEITAI aveCApTNTa OTTO TNV TTPONYOUMEVN.

Mé&6odog avaAuong

BAua 1

BApa 2

BApa 3

BApa 4

BAua 5

BAua 6
BApa 7

BApa 8

AlatnpnoTe o€ Beppokpaaia 2-8°C 6Aa Ta avTIdpacTAPIA (EKTOG aTTd TO EVCUUIKO UTTOCTPWHA) Kal TIG
Talvieg Tou TTAaKISiou PIKPOTITAOBOTNONG WG To BAua 11 TnG avdAuong.

2nUAveTE TO QUAAO TOU TTPWTOKOANOU WOTE va UTTOdEIKVUETAI N TOTTOBETNON Twv OEIYUATWY OTIG
MIKPOKUWEAIDEG OCUPPWVA PE TNV TTOPOKATW €IKOVA. H avdAuon Twv delyudTwy €1G dITTAOUV aTToTEAET
0pBNA EpyacTNPIOKK TTPAKTIKK.

MpoeToiydoTe pia apaiwon Twv delyddTwy opou Twyv acBevwy oe avaloyia 1:101, avauiyviovTag 5
Ml Twv delypdTwy opol pe 500 pl kpUou apalwTIKoU dIGAUUATOG 0poU.

A@aipéoTe TIG ATTAITOUPEVEG MIKPOKUWEAIDEG ammd Tnv KpUa OnAKn Kol ETMOTPEYTE TUXOV [N
XPNOIMOTIOINUEVES TalviEG 0T o@payiohévn Onkn oTo wuyeio. TomoBeTAOTE OTOBEPA TIG TOIVIEG
MIKPOKUWEAIBWY aTO €MITTAéOV TTAQiCIO OTAPIENG.

Znueiwon: Katd mn didpkeia Twv Bnudtwy 1 éwg kai 5, diatTnpAaTE TO TTAAKISIO OTOV TTAYO WOTE Va
diatnpeital oe Bepuokpaaia 2-8°C.

Znueiwon: NMpooBéote 100 pl KpUOU apaIwWTIKOU SIGAUUATOG 0POU OE Jia MIKPOKUWEAIDO WG TUPAD
avTidpacTtnpiou. OAa Ta BrpaTa Ba TTEETTEI va eKTEAEOTOUV YPrYOPa, TTPOKEIUEVOU va dlaTtnpnbouv
KPUEG Ol MIKPOKUWEAIDEG Kal Ol aPAIWOEIG TOU 0poU.

MpocbéoTte 100 pl étoiou TTPOg Xprion KpuUou Babuovountr, BeTikoU Kal apvnTikoU SIaAUPaTOg
€AEYXOU OTIG MIKPOKUWEAIDEGS. MpoaBéaTe 100 pl KpUWV apalwpévwY SEIYUATWVY.

MoIoTIKOS MPOZAIOPIEMOS

e (s3)( )
ClOOE

IQTMQOQO®>
®)
®)
)
()

EmrwdoTe €1 16-18 Wpeg (Mia vixTa) o€ Bepuokpacia 2-8°C.

EkTTAUveTE 4 @opég e KPUO pubuioTIkO didAupa ékTTAuoNG. Mo un autoépatn €KTTAUCT), TTANPWOTE
KABe piKpokuyweAida pe avacuoTabév puBpIoTIKO dIGAUPa EKTTAUCNG. AVapPPOPAOTE TO TTEPIEXOUEVO
KABe KuweAidag. AvaoTpéwTe TO TTAOKIOIO KOI KTUTTAOTE TO EAAPPA ETTAVW GE ATTOPPOPNTIKA XOPTIG.
KpoToTe To aveaTpapPEVO €TTi -1 AETTITO WOTE va atrooTpayyioel OA0 T0 uypo aTTo TIG MIKPOKUWEAISEG.
Inueiwon: Mnv 1o KTUTTATE SUVATA, KTUTTFOTE TO EAA@PPA WOTE VO ATTOUAKPUVOEi N Trepicoeia
uypoU atrd Tig KuyweAideg. Kard tn Sidpkelia auTig Tng diadikaciag OAeg ol Talvieg TPETTEI va
SiatnpouvTal KPUEG.

MpoobéaTe 100 pl KPUOU CUCEUKTIKOU QVTICWHATOG OTIG MIKPOKUWEAIDEG.
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BApa 9
BAua 10
BAua 11

BApa 12
BApa 13

BAua 14

EmwdoTe e11i 2 Wpeg o€ Beppokpaacia 2-8°C.
EKTTAUvVETE OAEG TIG HIKpOKUWEAIDEG OTTWG OTO BAua 7.

MpooBéaTe 100 pl EvUuUIKOU UTTOCTPWHATOG TTOU £XE1 PTACEI O OgpUOKPATia SwHATIOU G KABE
KuweAida, pe Tnv idia oeIpd Kal Je TOUG iBIOUG XPOVOUG OTTWG TO CUEUKTIKO avTiowa.

EmrwdoTe €1mi 30 AemrTd (+ 5 AeTrTd) 0€ Beppokpaaia dwuaTiou.

Mpocbéote 100 pl diaAUpaTog TEPUATIOPOU O€ KABE MIKPOKUWEAIDQ, PE TV idIa OEIPd Kal JE TOUG
idloug xpbdvoug OTIWG To eVCUMIKO UTTOOTPpWHA. AloBAaTE TIG TIUEG ATTOPPOPNONG EVTOG MiOG WPAG
atrd TNV TTPOOBKN Tou BIGAUPATOG TEPHATIOHOU.

MndevioTe Tn ouokeun avdayvwong ELISA pe 1o TupAd avridpaoTtnpiou. AlaBdoTe TNV atroppOPNnon

KABe kuyweAidag oe PAKoG KUpatog 405 nm XPNOIPOTIOIWVTAG HIG GUOKEUR avdyvwaong TTAaKISiwv
Movou 1 dITTAoU prikoug KupaTtog 405/630 nm.

"EAeyxog 1T0I16TNTOG

2e KABe avaAuon Ba TTPETTEl va XPNOIYOTTOIEITAl TUPAG avTIdPACTNPioU, TTPOKEINEVOU va ETTIRERAIOVETAI N

aKkepaIdTNTA
gival <0,3. H
avaypdoeeTal
Tou BaBuovo

Kal n akpiela Tng e¢€Taong. H pérpnon amoppdenong (OD) Tou TugAoU avTidpacTnpiou TTPETTEl va
ouykévipwaon o€ EU/mI Tou dilaAUpaTog BeTIKOU eAéyxou TTPETTEl va BpioKETaI EVTOG TOU £UPOUG TTOU
oTnVv eTIKETA. To DIGAUPO apvNTIKOU EAEYXOU TTPETTEI VA £xEl ouyKéEVTpwaon <20 EU/mI. H atmmoppdenon
pNTA Ba TTPETTEN va gival HeyaAUuTEPN atrd auTrv Tou SIGAUPATOG GPVNTIKOU EAEYXOU KAl MIKPOTEPN OTTO

auTrv Tou SiIaAUpaTog BeTIKOU eAéyxou. MNa peyaAlTepn eTTavaAnyiuoTnTa, Ta dEiypaTa pTropolv va avaAubouyv €ig
dIThoUv Kai n ouykévrpwaon o€ EU/mI va uttodoyioTei pe xprion Tng Yéon TINAG TwV PETPAOEWY ATTOPPOPNONG TWV
KUWeAidwv TTou avaAuBnkav €ig dITTAouv.

AMNOTEAEZIMATA
YmroAoyiopoi

O1 OUYKEVTPWOEIG TWV OEIYUATWY TwV aoBeVWVY PTTopolv va TTpocdlopioTolv Je dia atrd TIg €€ dUo peBddouG:

1. MoloTikA

Ta atmoteAéopaTta Tou Aapfdvovtal ue autr) Tn PEBodo Ba TTPETTEl va ava@épovTal wg BETIKA i wg apvnTIKG.

ATtrop/on e§eTafopevou Seiypartog

X EU/mI tou BaBpovount = EU/mI e§eTaddpevou deiyparog

ATtrop/on Tou BaBuovounTti

Epunveia

Ta TTapakdTw TTapEXoVTal JOVOV WG 0dnNyOg OTNV EPUNVEIN TWV EPYOCTNPIAKWY OTTOTEAEOUATWY. KABe epyaoTrpio
TIPETTEI VA TTPOCdIOPIcEl TIG OIKEG TOU PUOIOAOYIKEG TIHEG. OI TIUEG QUTEG EVOEXETOI VO TTOIKIAAOUV O€ KABE TTANBUC O
TToU £€eTALETAI.

2. MoooTikA

TiA avTICWHATWY KATA TWV YayyAlooidiwv Epunveia

<20 EU/mI ApvnTikO
20-25 EU/mlI ATTpoadi6pIoTo (0pIaKS)
>25 EU/ml O¢eTiIkd

O1 TTOCO0TIKEG TINEG PTTOPOUV VA TTPOCBIOPIOTOUV yia BeTIKA deiyuoTa ££6TAONG XPNOIMOTTOIWVTAG TNV TTOCOTIKN
HEB0DO. O1 TTOCOTIKEG TIHEG VIO Ta BETIKG OeiyuaTa TTPETTEI Va ekppdlovTal o€ TiTAo deiyuaTog'™. MNa Tov TTpoodIopIouo
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TOU TiTAOU TWV BETIKWV a0BevWV eKTEAEOTE TEOTEPIG DIABOXIKEG APAIWOTEIG TOU BEIYMATOG TOU A0BEVOUG EEKIVWOVTAG
atré avaloyia 1:101, kai ekTEAEOTE TNV avaAuon OTTwG uTTodeIkvUETal oTnV evoTnTa MEBodog avaiuong. H TeAeuTaia
apaiwaon Tou TTapouciddel ouykévipwon o€ EU/mI peyaAUtepn atrd 25 atroTeAei Tov TiTAo TEAIKOU onpueiou Tou
aoBevoug. MapakdTw TrapaTifeTal £€vag Tivakag TTou UTTOOEIKVUEl TNV KATAAANAN TTPOETOINOTIO TNG OEIPAg TWV
TEOOAPWY dIAdOXIKWV OPAITEWV.

ZwAnvapia 1 2 3 4
Opog 10 ul
+
ApaiwTIKO 1000 pI 800 plI 800yl 800 pl
S1dAupa opoU
=2 = =
MeTagpopd 200 pl 200 I 200 pl

TeAikA apaiwon  1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

Ta amroteAéoparta TTou TTPOKUTITOUV attd auTr TNV avaiuon &ev gival dlIayvwaoTIKa aTtdé Jova Toug Kal Ba TTPETTEl
va An@Bouv uttdwn oe ouvduaopd PE TNV KAIVIKA €IKOva Tou aoBevoug. OTtroiadrmote avdAuon HE OpPIaKN
avTIdPACTIKOTNTA Ba TTPETTEl va eTTavaAneOei TTpokeiuévou va emBeBaiwbei To amoTéAeopa. ZuvIOTATAl ETTIONG
ol aoBeveig Pe oplaKA aTTOTEAEOUATO va €TTAVECETACOVTOlI PETA OO €TTOMEVN aipoAnyia. Ag Ba TTpéTel va
TTPAYUATOTIOIEITAI AVOOOKATACTAATIKY BepaTreia, agpaipean TTAdopaTog, évapgn r ahAayr) otn Beparreia aoBevolg
Me veupoTtdBeia pe BAon Tuxov BeTikA avTidpaon o€ autr TNV avdAuon. OAeg ol KAIVIKEG TTapaTNPROEIG Kal, TO
ONMAVTIKOTEPO, TO NAEKTPOPUTIOAOYIKG dedopEva OTTWG €ival O ATTOKAEIOUOG TNG AYWYAS TWV KIVNTIKWY WOEWV N
GAAa OXETIKG CUPTITWHOTA Ba TTPETTEl va AapBdvovTtal uTToyn o€ ouvOUACHO HE Ta OTTOTEAECUATA TNG avAAUCONG
yayyAioo1diwv. O 0pOg opICPEVWV A0BEVWV PE KIVNTIKEG VEUPOTTIABEIEG EVOEXETAI VA EIVAI APVNTIKOG VIO CUYKEKPIPEV
yayyAiooidia. O1 aoBeveig auToi Ba TTpETTEI va EAeyXBoUV yia auTOAVTICWHATA KATA AAAWY yayyAIoCIdiwy.

ANAMENOMENEZX TIMEZ

To TrapakdTw SIAypaPua POrG ATTEIKOVICEl TNV TTAPOUCia AVTICWHATWY KATA TwV YayyAIooIdiwV 0€ CUYKEKPIPEVEG,
KaAd XOpOKTNPICUEVES VEUPOTIGAOeiec ™. To SIdypAHHA auTd TTPOOPIZETal HOVO YIa TRV UTTORORONGT TNS SIAQOpIKAC
didyvwong kal O Ba TTPETTEl va XPNOIUOTIOIEITAl WG OPICTIKA TTANPO@OPNCN Yia OAEG TIG VEUPOTTIABEIEG TTOU
TTapatiBevral. BA. Toug Trepiopiopoug TnG diadikaaiag.
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Neupotrdbeieg

Bpadéwg
e€eNloOOEVEG

YUMMETPIKEG

HSMA
Tay-Sachs
BSMA

Ag oxeTifovTtal Ye
avTiowpaTta KaTd
TWV yayyAioo1diwv

AcUppETPES
|
I |
O¢eieg
AIDP
[ |
GBS AMAN MFS
avti-GM1 C. jejuni, avt-GM1, GD1b| | C. jejuni, avti-GQ1b

Taxeia eyeavion:
2-3 e3dopadeg

Tayeia euepavion: 2-3

nUépeg

NUéPES

Taxeia egeavion: 2-3

Ymopvnua
GBS

= Z0vdpopo Guillain-Barré

Znueia amé Tov

Znueia yévo atod

2nueia Kupiwg atro
TOV QVWTEPO Kal

AVWTEPO Kal A . -
KaT(JoTapopKlvnTlKé TOV KOTWTEPO Aiy6TEPO OTTO TOV
. KIVNTIKO VEUPWVA KATWTEPO KIVNTIKO
VEUpWVa ;
VEUPWVQ
ALS MMN
avT-GM1 avti-GM1 IgM

(xapnAd etmitreda)

(UYnAG eTiTeda)

DLMN
XWPIg avTiowpaTta

PMN
avrtl-asialo GM1
(UYnAG etTiTreda)

LDMN
avti-GM1
(UwnAG eTiTeda)

AMAN = O¢&eia agovikni KIvNTIKA vEUpOTTABeIa

MFS
ALS
MMN

= 20vdpopo Miller-Fisher
= AJUOTPOQIKN TTAEUPIKI] OKARpuUvOon
= [NoAueaTIOKN KIVNTIKH VEUPOTTABEIQ

HSMA = KAnpovopikfy oTTovOUAIKR JUIKA aTpogia
LDMN = Z0vdpopo KATWTEPOU TTEPIPEPIKOU KIVNTIKOU VEUPWVA

PMN

AIDP

= 20vOPONO £yYUG KIVNTIKOU VEUPWVO
DLMN = Aidxuto oUVOPOHO KATWTEPOU KIVNTIKOU VEUPWVA
= O&eia @AeyPOVWONG OTTOPMUEAIVWTIKI TTOAUVEUPOTTABEIQ
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Ensayo ELISA para anticuerpos anti gangliésidos

“ PROSPECTO

”Vl MCO© 1180M anti-GM IgM 96 andlisis
DIAGNOSTICS 1180G anti-GM, IgG 96 andlisis

—_— 1181M anti-Asialo GM IgM 96 anélisis

1181G anti-Asialo GM, IgG 96 analisis

1183M anti-GD,, IgM 96 analisis

1183G anti-GD, IgG 96 andlisis

1184M anti-GQ, IgM 96 anélisis

1184G anti-GQ,IgG 96 andlisis

1185M anti-Galactocerebrosido IgM 96 anélisis
1185G anti-Galactocerebrosido IgG 96 anélisis
1186M anti-GD,, IgM 96 anélisis

1186G anti-GD,,IgG 96 andlisis

USO PREVISTO

Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) para la detecciébn semi cuantitativa de anticuerpos anti gangliésidos en
suero humano; se utilizan como complemento de las indicaciones clinicas en pacientes con trastornos de las
neuronas motoras o neuropatias.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los gangliésidos son esfingolipidos glicolisados acidos que se localizan en la parte externa de las membranas
plasmaticas; estan presentes en una variedad de trastornos de las neuronas motoras y de neuropatias. En general,
las neuropatias son debilitantes y pueden ser fatales si afectan 6rganos vitales. Las neuropatias pueden ser
resultado de condiciones hereditarias o bien ser consecuencia de una infeccion o una enfermedad autoinmune.
Con frecuencia, diferentes neuropatias se presentan con sintomas similares y por tanto resultan dificiles de
diagnosticar. Es importante llegar a formular un diagnostico preciso porque tanto el tratamiento adecuado como
el pronéstico de la enfermedad varian segun el tipo de neuropatia’.

Algunas neuropatias, en especial el sindrome de Guillain-Barré (SGB), estan mejor caracterizadas que otras.
El SGB es una patologia autoinmune caracterizada por debilidad muscular progresiva, pérdida de reflejos
tendinosos y disfunciones sensoriales. El SGB es una neuropatia inflamatoria aguda. Los pacientes que padecen
de SGB presentan anticuerpos anti gangliésidos GM,*°. Estos anticuerpos se encuentran en pacientes con
graves lesiones axonales; estan dirigidos contra la estructura de galactosa-galactosamina de la fraccion de
carbohidratos de la molécula*. EI SGB es un trastorno autoinmune tipico del periodo postinfeccioso. Mas de los
dos tercios de pacientes con SGB tienen antecedentes de infecciones, por lo general por virus o bacterias. El
Cytomegalovirus, asociado a infecciones de las vias respiratorias superiores, y el Campylobacter jejunii, asociado
a la gastroenteritis, dan inicio a una respuesta autoinmune de reactividad cruzada contra los gangliésidos, cuyo
resultado es la deposicion de complejos inmunes y pérdida de mielina de los nervios, que provocan lentitud e
incluso bloqueo de la conduccion nerviosa®.

Los gangliésidos GM,, GD,, GD,, y asialo GM, comparten el mismo terminal Gal (31-3) residuos de GalNAc. Se
ha comprobado que en varios tipos de neuropatias motoras coexisten anticuerpos IgM de titulos elevados contra
GM,, GD,,, GD,, y asialo GM, ®. Entre éstos, los anticuerpos anti-GM, se asocian principalmente con neuropatias
motoras multifocales y no se observan nunca en enfermedades de las neuronas motoras inferiores’. Este aspecto
los distingue de los anticuerpos anti-GD,, y anti-Asialo GM,, presentes sobre todo en los casos de neuropatias
motoras inferiores.

Se han reportado perfiles serolégicos para anticuerpos antigangliésidos en pacientes con SBG, tanto sometidos
a tratamiento como sin tratamiento®. El titulo mas alto de anti-GM, IgG y anti-GD,_ IgM se registr6 alrededor
de los cuarenta (40) y noventa (90) dias respectivamente después del tratamiento. Los titulos de anti-GM, IgG
disminuyeron después de un tratamiento con inmunoglobulina por via endovenosa(lvlg). La utilidad clinica
de estos anticuerpos esta demostrada por la correlacion entre la mayor concentracion de anticuerpos, mayor
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incapacidad y peores resultados clinicos 8. El 23% de pacientes con esclerosis multiple (SM) y el 18% con neuritis
6ptica (NO) presenta anticuerpos anti-GD,_ 1gG®. El aumento de la respuesta GD,, IgG puede utilizarse como
factor discriminante entre SM y SGB °. Estudios inmunopatolégicos sugieren que el blanco del ataque inmune
es diferente en los varios subtipos de SGB. En la neuropatia motora axonal aguda, el ataque esta dirigido contra
el axolema y contra los nudos de Ranvier. Los anticuerpos anti GD,, se unen selectivamente a los nudos de los
nervios motores y no a los nudos de Ranvier de los nervios sensores, hecho que sugiere su papel patogénico®.

Segun se ha reportado, los anticuerpos anti-GM, y anti-GD,, también pueden estar presentes en pacientes con
esclerosis multiple (SM), lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad de Alzheimer y también en algunos
individuos normales. Es importante destacar que los anticuerpos anti-GM, y otros anticuerpos relacionados con
titulo superior a 1.800 estan estrecha y especificamente asociados con enfermedades de las neuronas motoras
inferiores, neuropatias sensomotoras y neuropatias motoras™.

En pacientes que padecen otras neuropatias, las respuestas autoinmunes pueden estar dirigidas contra GQ,,
y gangliésidos sulfatidas’. Los anticuerpos GQ,, se asocian al sindrome de Miller Fisher, rara variante del SGB
que provoca oftalmoplegia, ataxia y arreflexia, y que frecuentemente es posterior a un episodio infeccioso. Los
anticuerpos antigalactocerebrosido se presentan estrechamente relacionados con los anticuerpos antisulfatidas;
se han observado en pacientes con neuritis leprosa, tripanosomiasis africana y leishmaniasis mucocutanea.

Los anticuerpos de importancia clinica pertenecen por lo general a los isotipos IgM o IgG. Se ha demostrado que
el intercambio de plasma es una medida terapéutica eficaz, siempre que se efectie antes de las dos semanas
después del surgimiento de los sintomas'?. Por consiguiente, los analisis de laboratorio tendentes a la deteccion
temprana de anticuerpos contra los diferentes gangliésidos pueden complementar efectivamente esas terapias.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Los andlisis de anticuerpos anti gangliésidos ImmuLisa™ son inmunoensayos de fase solida (ELISA). En
micropocillos recubiertos de antigeno purificado se incuban controles, calibradores y muestras de suero del
paciente, permitiendo que los anticuerpos especificos presentes en el suero se unan al antigeno respectivo. Los
anticuerpos que no se han unido y demas proteinas del suero se eliminan mediante lavado. A continuacion se
afiade un conjugado anti humano marcado con enzima; todo el conjugado no unido se elimina mediante lavado.
Luego se afnade a los pocillos un substrato enzimatico (pPNPP) que provoca un cambio de color debido a la
conversion del substrato en u producto de reaccion amarillo. Se detiene la reaccion y con un espectrofotometro
a 405 nm se lee la intensidad del cambio de color, que es proporcional a la concentracion del anticuerpo; esta
ultima se expresa en unidades ELISA Units por mililitro (EU/ml) en el calibrador y el control positivo. Estos valores
se utilizan para verificar la conformidad con los andlisis de contrl de calidad y para determinar los resultados
cualitativos. Las muestras positivas deben expresarse con titulo.

REACTIVOS
Conservacion y preparacion

Conserve los reactivos a 2-8°C. No los congele. No utilice los reactivos si se presentan turbios o se advierten
precipitados Todos los reactivos deben mantenerse a 2-8°C durante el uso, con excepcion el substrato
enzimatico que se ha de estabilizar a temperatura (20-25°C) antes de usarlo. Conservado a 2-8°C, el tampén de
lavado reconstituido permanece estable hasta la fecha de caducidad indicada en el kit.

Precauciones

Todo suero de donante empleado para fabricar este producto ha sido analizado mediante métodos aprobados por
FDA y resulté negativo al anticuerpo anti HCV (HIV 1 e HIV 2), al antigeno de superficie del virus de la hepatitis
B (HBsAg) y al anticuerpo del virus de la hepatitis C (HCB). De todos modos, los derivados de sangre humana y
las muestras del paciente han de considerarse potencialmente infecciosos. Respétense las buenas practicas de
laboratorio para la conservacion, dispensacion y eliminacion de estos materiales’.

ADVERTENCIA: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias, dando origen
a azidas metdlicas altamente explosivas. Después de utilizar los liquidos, lave con abundante agua para impedir
la acumulacién de azida. La azida de sodio es toxica por ingestion. En caso de ingestion accidental, informe de
inmediato al director del laboratorio o acuda a un centro de control de envenenamientos.
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Para asegurar resultados validos, es menester seguir las instrucciones exactamente como se presentan
en este prospecto. No mezcle los componentes del kit con componentes de otro origen o que no tengan el mismo
numero de catalogo de Immco Diagnostics Inc. Respete las buenas técnicas de laboratorio para reducir al
minimo la contaminacién microbiana y quimica. No utilice el producto después de la fecha de caducidad.

Material suministrado

Producto

anti-GM, IgM 1180M
anti-GM, IgG 1180G
anti-Asialo GM, IgM 1181M
anti-Asialo GM, IgG 1181G
anti-GD,, IgM 1183M
anti-GD,, 1gG 1183G
anti-GQ,, IgM 1184M
anti-GQ,, 19G 1184G

anti-Galactocerebroside IgM 1185M
anti-Galactocerebroside I1gG 1185G
anti-GD,_ IgM 1186M
anti-GD,, IgG 1186G

Los reactivos de cada kit son suficientes para efectuar 96 andlisis.

12x8 | MICROPLATE |*

1x1.5ml |CALIBRATOR]| *

1x1.5ml [CONTROL [+]*1
1x1.5ml [CONTROL [-|*

1x12ml | CONJ | ALKPHOS |*t

1x60ml [ DIL |*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x | BUF | WASH |

* Contiene <0.1% NaN,

Microplaca con micropocillos individuales separables
recubiertos con antigeno purificado. El antigeno gangliosido esta
indicado en la etiqueta.

Calibrador listo para usar (tapa verde). Derivado de suero humano
con anticuerpos contra el respectivo gangliésido. La concentracion
en EU/ml esta impresa en la etiqueta del frasco.

Control positivo listo para usar (fapa roja). Contiene suero
humano positivo al anticuerpo del respectivo gangliosido.

Control negativo listo para usar (tapa blanca). Contiene suero
humano negativo a anticuerpos anti gangliésidos.

Conjugado anti humano IgM o IgG con fosfatasa alcalina listo
para usar. Color rosado.

Diluyente de suero listo para usar. Color azul.

Substrato enzimatico listo para usar. Contiene pNPP. Protéjase
de la luz.

Solucién Stop lista para usar.

Tampoén de lavado en polvo. Reconstituir cada unidad hasta un
litro.

T El antigeno y el anticuerpol/isotipo de la microplaca especificos de cada kit en esta familia de productos se

indican a continuacion:

1180M contiene microplaca para GM,, calibrador y control para GM, IgM y conjugado IgM
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1180G contiene microplaca para GM,, calibrador y control para GM, IgG y conjugado IgG

1181M contiene microplaca para Asialo GM,, calibrador y control para Asialo GM, IgM y conjugado IgM
1181G contiene microplaca para Asialo GM,, calibrador y control para Asialo GM, IgG y conjugado IgG
1183M contiene microplaca para GD,
1183G contiene microplaca para GD,

calibrador y control para GD,, IgM y conjugado IgM

bs
,» calibrador y control para GD,, IgG y conjugado IgG
1184M contiene microplaca para GQ,, calibrador y control para GQ,, IgM y conjugado IgM
1184G contiene microplaca para GQ,, calibrador y control para GQ,, IgG y conjugado IgG

1185M contiene microplaca para galactocerebrésido, calibrador y control para galactocerebrésido IgM y
conjugado IgM

1185G contiene microplaca para galactocerebrosido, calibrador y control para galactocerebrésido 1gG y
conjugado IgG

1186M contiene microplaca para GD

1a’

calibrador y control para GD,, IgM y conjugado IgM
1186G contiene microplaca para GD,,, calibrador y control para GD,, IgG y conjugado IgG

Simbolos utilizados en las etiquetas:

Numero de lote

Numero de catélogo

Fecha de caducidad
Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

< RELESY 4]

Numero de analisis

Materiales necesarios no suministrados

* Agua desionizada o destilada

* Botella dispensadora para el tampdn de lavado diluido

* Pipetas con capacidad de 5 ul a 1000 pl

Puntas de pipetas desechables

*  Tubos de ensayo limpios 12 x 75 mm y gradilla de ensayo
e Temporizador

*  Papel absorbente

* Lector de microplaca para lectura de valores de absorbancia a 405 nm. Si se dispone de un lector de doble
longitud de onda, el filtro de referencia debe regularse en 600-650 nm.

* Lavador automatico de microplacas con capacidad de 200 pl

RECOGIDA Y MANIPULACION DE MUESTRAS

Para este procedimiento se han de utilizar Unicamente muestras de suero. No se deben utilizar muestras muy
hemolizadas, lipémicas o contaminadas por microbios porque interferirian en el desarrollo del ensayo. Conserve
las muestras a 2°- 8°c no mas de una semana. Si se han de conservar por mas tiempo, es necesario congelarlas.
Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.
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PROCEDIMIENTO

Advertencias preliminares

Lea detenidamente estas instrucciones antes de comenzar el analisis.

Saque las tiras de pocillos de su sobre y ciérrelo cuidadosamente para evitar condensacion en los pocillos no
utilizados. Vuelva a ponerlo de inmediato en la nevera.

Deje que el substrato enzimatico se estabilice a temperatura ambiente antes de usarlo. Los demas
reactivos, incluido el tampon de lavado, deben mantenerse a 2-8°C y se usan frios. Vuelva a poner de
inmediato en la nevera los materiales y muestras no utilizados

Diluya las muestras del paciente inmediatamente antes de empezar el andlisis; conserve las diluciones a 2-
8°C hasta el momento de usarlas.

Prepare el tampon de lavado y estabilice su temperatura a 2-8°C. El tamp6n de lavado no puede prepararse
momentos antes de empezar el analisis.

Unabuenatécnicade lavado es crucial; se recomienda el uso de un lavador automatico de microplacas.
Si efectua el lavado manualmente, rocie toda la microplaca con un fuerte chorro de solucién de lavado fria,
utilizando una botella de boca ancha. Para este analisis no es recomendable el lavado manual.

Use una pipeta multicanal que pueda servir simultaneamente 8 pocillos; de este modo se agiliza el proceso y
el tiempo de incubacion es mas uniforme.

Es importante controlar bien el tiempo en cada paso. Las muestras y reactivos deben afadirse a la misma

velocidad y en la misma secuencia; El periodo de incubacién empieza después de dispensar los reactivos.
Controle el tiempo de cada periodo de incubacion independientemente del precedente.

Procedimiento del ensayo

Paso 1 Mantenga los reactivos (con excepcion del substrato enzimatico) y las tiras de microtitulacion a

temperatura de 2 a 8°C hasta el paso 11 del andlisis.

Paso Sefiale en la hoja de protocolo la posicion de la muestra en los pocillos, segun el esquema de muestras

que figura mas abajo. Es buena practica de laboratorio analizar las muestras por duplicado.

Paso 3 Prepare una dilucién de 1:101 de muestras de suero del paciente mezclando 5 pl de muestras de

suero con 500 pl de diluyente de suero frio.

Paso 4 Coja los pocillos necesarios del sobre frio; guarde las tiras no utilizadas en el sobre hermético y

poéngalo en la nevera. Coloque los pocillos en el soporte suplementario.

Nota: durante los pasos de 1 a 5, coloque la microplaca sobre hielo para mantener la temperatura
de 2-8°C.

Nota: Pipetee 100 pl de diluyente de suero frio en un pocillo como blanco de reactivo. Es necesario
proceder con rapidez para evitar que los pocillos y las diluciones de suero se calienten.

Paso 5 Pipetee en los pocillos 100 pl de calibrador listo para usar, controles positivo y negativo, todos frios.

Pipetee 100 pl de muestras diluidas frias.

DETERMINACION CUALITATIVA

SO0
(=25
ClO0E
QIOOE
(sn(s9)(
(s2)510( )
(e )
sos2( )

1 2 3 4

TQOTMTMOQO)®>
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Paso 6 Incube 16-18 horas (de un dia para otro) a 2-8°C.

Paso 7 Lave 4 veces con el tampoén de lavado frio. Para lavado manual, llene cada pocillo con el tampoén
de lavado reconstituido. Aspire el contenido de cada pocillo. Invierta la microplaca y golpéela
suavemente sobre papel absorbente. Manténgala boca abajo durante (11 minuto para drenar todo el
liquido. Advertencia: no golpee con fuerza, golpee suavemente para quitar el exceso de liquido
de los pocillos. Mantenga frias todas las tiras durante esta operacion.

Paso 8 Pipetee 100 pl de conjugado frio en los pocillos.
Paso 9 Incube 2 horas a 2-8°C.
Paso 10 Lave los pocillos como en el paso 7.

Paso 11 Pipetee en cada pocillo 100 pl de substrato enzimatico estabilizado a temperatura ambiente, en
la misma secuencia y tiempos del conjugado.

Paso 12 Incube 30 minutos (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Paso 13 Pipetee 100 pl de solucién Stop en cada pocillo, en la misma secuencia y tiempos en que afadio el
substrato enzimatico. Lea los valores de absorbancia en el plazo de una hora después de afadir la
solucién Stop.

Paso 14 Ponga en cero el lector ELISA contra el blanco de reactivo. Lea la absorbancia de cada pocillo a 405
nm mediante un lector de microplacas de longitud de onda simple o doble 405/630 nm.

Control de calidad

En cada ensayo debe procesarse un blanco de reactivo para verificar la integridad y precision del analisis. La
densidad optica de lectura del blanco de reactivo debe ser <0.3. Las EU/ml del control positivo deben estar dentro
de los valores indicados en la etiqueta. El control negativo debe ser be <20 EU/mI. La DO del calibrador debe ser
superior a la del control negativo e inferior a la del control positivo. Para Control. Para mejorar la reproducibilidad,
las muestras se pueden analizar por duplicado; para calcular las EU/ml se tomara la media de las lecturas de DO
de los pocillos duplicados.

RESULTADOS

Calculo

Las concentraciones en las muestras del paciente se pueden determinar por uno de los siguientes métodos:
1. Cualitativo

Los resultados obtenidos con este método se reportaran como positivos o negativos.

Abs. de muestra analizada

X EU/ml del calibrador = EU/ml muestra analizada

Abs. del calibrador
Interpretacion

La informacion siguiente se da Unicamente a titulo de guia para la interpretacion de los resultados de laboratorio.
Cada laboratorio establecera sus propios valores normales, que podran variar segun la poblacién examinada.

Valor anti gangliésidos Interpretacion

<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/mlI Incierto (valores limite)
>25 EU/ml Positivo

2. Cuantitativo

Los valores cuantitativos se pueden determinar en muestras que resultaron positivas con el método cualitativo.
Los valores cuantitativos de las muestras positivas se han de expresar en titulo de la muestra.™ Para determinar
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el titulo de pacientes positivos, efectie cuatro diluciones seriadas de la muestra del paciente a partir de 1:101
y analicelas siguiendo el método del ensayo. La ultima dilucién con valor de EU/mI superior a 25 es el punto
de titulacion del paciente. En la siguiente tabla se indica cémo preparar correctamente las cuatro diluciones
seriadas.

Tubos 1 2 3 4
Suero 10 ul

+
Diluyente 1000 yl 800yl 800yl 800 pl
tamponado

2 2 2

Transferir 200 pl 200 pI 200 pl
Dilucién final 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados obtenidos con este analisis no deben interpretarse como un diagnédstico por si solos, sino que
deben evaluarse junto con el examen clinico del paciente. Los resultados inciertos (borderline) se han de analizar
otra vez para confirmar el resultado. Es aconsejable que pacientes con estas caracteristicas repitan el analisis
a intervalos adecuados. La terapia inmunosupresora o la plasmaféresis, como asi el comienzo o la modificacion
del tratamiento de un paciente con neuropatia no debe basarse en la reaccion positiva a este ensayo, sino
que se han de tener en cuenta todas las observaciones clinicas y, mas aun, los datos electrofisiol6gicos tales
como bloqueo de la conduccion nerviosa u otros sintomas relacionados, junto con los resultados del analisis
de gangliosidos. El suero de algunos pacientes con neuropatias motoras podria ser negativo a determinados
gangliésidos. En pacientes con estas caracteristicas deben efectuarse analisis en busca de autoanticuerpos
contra otros gangliésidos.

VALORES ESPERADOS

En el siguiente grafico se ilustra la presencia de anticuerpos antigangliésidos en determinadas neuropatias bien
caracterizadas'’. El grafico es s6lo una ayuda para el diagnéstico diferencial y no debe tomarse como informacion
definitiva de todas las neuropatias enumeradas. Consulte las limitaciones del procedimiento.
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Neuropatias

Asimétricas Simétricas
|
Progresivas HSMA
Agudas lentas Tay-Sachs
BSMA

Ninguna asociacion
AIDP con anticuerpos
antigangliésidos

AMAN
GBS _ AMAN MFS
Anti GM1 C.Jejury et G, C. jejuni, Anti-GQ1b

inicio rapido: 2-3 sem. inicio répido: 2-3 dias inicio rapido: 2-3 dias

Sintomas de Sint | Sintomas ?e
neurona motora intomas leves neurona motora
h de neurona motora superior mas
superior S
e inferior inferior acentuados que de la
inferior
ALS MMN
Anti-GM1 Anti-GM1 IgM
(niveles bajos) (niveles altos)
DLMN difusa PMN Proximal LDMN Distal
sin anticuerpos GM1 anti-asialo anti-GM1
antigangliosidos (niveles altos) (niveles altos)

Leyenda

GBS = Sindrome de Guillain-Barré
AMAN = Neuropatia motora axonal aguda
MFS = Sindrome de Miller-Fisher

ALS = Esclerosis laterla amiotroéfica

MMN = Neuropatia motora multifocal
HSMA = Atrofia muscular espinal hereditaria
LDMN = Sindrome de neurona motora distal inferior

PMN = Sindrome de neurona motor proximal
DLMN Sindrome de neurona motora inferior difusa
AIDP Polineuropatia inflamatoria desmielinizante aguda
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Gangliosid-Antikorper-ELISA

“ BEIPACKTEXT

©
| M M CO 1180M Anti-GM, IgM 96 Bestimmungen

DIAGNOSTICS 1180G Anti-GM, IgG 96 Bestimmungen

1181M Anti-Asialo GM, IgM 96 Bestimmungen

[REF] 11816 Anti-Asialo GM, IgG 96 Bestimmungen

[REF] 1183Mm Anti-GD,, IgM 96 Bestimmungen

[REF] 11836 Anti-GD,, IgG 96 Bestimmungen

[REF] 1184m Anti-GQ,, IgM 96 Bestimmungen

[REF] 11846 Anti-GQ,,IgG 96 Bestimmungen

E 1185M Anti-Galactocerebrosid IgM 96 Bestimmungen
E 1185G Anti-Galactocerebrosid IgG 96 Bestimmungen
[REF] 1186Mm Anti-GD,, IgM 96 Bestimmungen

[REF] 11866 Anti-GD,,IgG 96 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Diese enzymgekoppelten Immunabsorptionstests (ELISA)dienen dem semi-quantitativen Nachweis vonAntikérpern
gegen Ganglioside in Humanserum als Zusatz zu klinischen Anzeichen bei Patienten mit Motoneuronerkrankungen
/ Neuropathien.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Ganglioside sind saure Glycosphingolipide, die in der auReren Schicht von Plasmamembranen vorkommen und bei
verschiedenen Motoneuronerkrankungen / Neuropathien auftreten. Neuropathien kénnen allgemein schwéchend
sein und, wenn sie die Funktion lebenswichtiger Organe betreffen, manchmal tédlich verlaufen. Neuropathien
kénnen erblich sein oder auf eine Infektion oder eine Autoimmunerkrankung zuriickgehen. Unterschiedliche
Neuropathien treten haufig mit ahnlichen Symptomen auf und sind daher schwer zu diagnostizieren. Eine genaue
Diagnose ist wichtig, da die angemessene Behandlungsart und die Prognose je nach der speziellen Neuropathie
unterschiedlich sein kénnen'.

Einige Neuropathien, insbesondere Guillain-Barré-Syndrom (GBS), sind besser charakterisiert als andere. GBS
bezeichnet eine Autoimmunkrankheit, die durch schnell fortschreitende Schwache der Gliedmalen, Verlust der
Sehnenreflexe und Empfindungsstérungen gekennzeichnet ist. GBS ist eine akute, entziindliche Neuropathie.
Patienten mit GBS produzieren Antikérper gegen GM,-Ganglioside??. Uber diese Antikérper wird bei Patienten
mit schweren axonalen Schaden berichtet; sie richten sich gegen die Galaktose-Galaktosamin-Struktur des
Kohlenhydratteils von Molekiilen*. GBS ist eine typische postinfektidse Autoimmunerkrankung. Uber zwei Drittel
der GBS-Patienten litten zuvor an einer Ublicherweise durch ein Virus oder Bakterium hervorgerufenen Infektion. Mit
Infektionen der oberen Atemwege assoziierter Cytomegalovirus und mit Gastroenteritis assoziierte Campylobacter
jejuni induzieren eine kreuzreaktive Immunreaktion auf Ganglioside, die eine Ablagerung von Immunkomplex und
eine Demyelinisierung der Nerven zur Folge hat; dies fuhrt zu verlangsamter Nervenleitung oder Blockierungen®.

GM,, GD,,, GD,, und Asialo-GM, haben dieselben terminalen Gal-(31-3)-GalNAc-Reste. Es wurde gezeigt, dass
erhohte Titer von IgM-Antikérpern gegen GM,, GD,, GD,, und Asialo-GM, bei mehreren Arten von motorischen
Neuropathien nebeneinander bestehen. Von diesen wird das Vorliegen von Anti-GM, vorzugsweise mit multifokalen
motorischen Neuropathien in Verbindung gebracht, wéhrend es nie bei Erkrankungen des zweiten Motoneurons
beobachtet wird’. Diese Beobachtung unterscheidet sie von Anti-GD, - und Anti-Asialo-GM,-Antikérpern, die
vorzugsweise bei Féllen mit Neuropathien mit Beteiligung des zweiten Motoneurons beobachtet werden.

Es wurden serologische Profile fiir Anti-Gangliosid-Antikdrper bei behandelten und nicht behandelten GBS-
Patienten gemeldet?. Nach der Behandlung erreichten Anti-GM -IgG-Titer und Anti-GD, _-IgM-Titer ihre Héchstwerte
um den vierzigsten (40.) bzw. neunzigsten (90.) Tag herum. Anti-GM,-IgG-Titer fielen nach einer intraventsen
Behandlung mit Immunglobulinen (IVIg) ab. Der klinische Nutzen dieser Antikérper wird durch die Korrelation der
Antikérperhéchstwerte mit einer hdheren Punktzahl auf der Beeintrachtigungsskala und mit einem schlechteren
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klinischen Ausgang demonstriert®. Anti-GD, -lgG-Antikérper wurden auch bei 23% von Patienten mit multipler
Sklerose (MS) und 18% von Patienten mit optischer Neuritis (ON) nachgewiesen®. Die erhéhten GD, -IgG-
Reaktionen kénnen als Faktor zur Unterscheidung zwischen MS und GBS verwendet werden®. Immunpathologische
Studien lassen darauf schlieRen, dass das Ziel des Immunangriffs bei den verschiedenen Untertypen von GBS
unterschiedlich ist. Bei akuter motorischer axonaler Neuropathie richtet sich der Angriff gegen die Axolemma und
die Ranvier-Schnirringe. Antikérper gegen GD,_ binden sich selektiv an die Ranvier-Schnirringe der motorischen
Nerven und nicht der Empfindungsnerven; dies weist auf ihre pathogene Rolle hin™.

Anti-GM, - und Anti-GD, -Antikérper wurden auch bei Patienten mit multipler Sklerose (MS), systemischem Lupus
erythematodes (SLE), Alzheimer-Krankheit und bei bestimmten normalen Personen nachgewiesen. Es ist wichtig,
zu wissen, dass Anti-GM,-Antik6rper und verwandte Antikérperspiegel mit Titern ber 1:800 stark und spezifisch mit
Erkrankungen des zweiten Motoneurons, sensorisch-motorischen Neuropathien und motorischen Neuropathien
assoziiert sind'.

Autoimmune Reaktionen bei Patienten mit anderen Neuropathien kénnen gegen GQ1b und Sulfatide - Ganglioside
gerichtet sein’. GQ, -Antikérper sind mit dem Miller-Fisher-Syndrom assoziiert, einer ungewdhnlichen Form von
GBS, die Patienten mit Ophthalmoplegie, Ataxie und Areflexie betrifft, und folgen oft auf eine Infektion. Anti-
Galaktocerebrosid-Antikdrper scheinen eng mit Anti-Sulfatid-Antikérpern verwandt zu sein und wurden bei
Patienten mit lepréser Neuritis, afrikanischer Trypanosomiase und mukokutaner Leishmaniose beobachtet.

Gangliosid-Antikdrper mit klinischer Relevanz sind gewéhnlich vom Isotyp IgM und/oder IgG. Es wurde gezeigt,
dass ein Plasmaaustausch eine wirksame therapeutische Malinahme darstellt, wenn die Behandlung nicht spater
als zwei Wochen nach dem ersten Auftreten der Symptome begonnen wird'?. Labortests, die auf einem friihen
Nachweis von Antikdrpern gegen verschiedene Ganglioside basieren, kénnen daher diese Therapien wirkungsvoll
erganzen.

TESTPRINZIP

Die ImmuLisa™ Anti-Gangliosid-Antikoérpertests werden als Festphasen-ELISA  (enzymgekoppelte
Immunabsorptionstests) durchgefiihrt. Mit gereinigtem Antigen beschichtete Mikrotitervertiefungen werden
zur Inkubation von Kontrollseren, Kalibratoren und Patientenserumproben verwendet, um es den im Serum
vorhandenen spezifischen Antikérpern zu ermdglichen, sich an das jeweilige Antigen zu binden. Ungebundene
Antikérper und andere Serumproteine werden durch Waschen der Vertiefungen entfernt. Nach der Zugaben
von und Inkubation mit einem enzymmarkierten Anti-human-Konjugat wird ungebundenes Konjugat durch
Waschen der Vertiefungen entfernt. Die Zugabe von pNPP-Enzymsubstrat in die Vertiefungen fuhrt zu einer
Farbveranderung, die durch die Umwandlung des Substrats in ein gelbes Reaktionsprodukt entsteht. Die
Reaktion wird gestoppt und die Intensitat der Farbveranderung, welche proportional zur Konzentration der
Antikdrper ist, wird bei 405 nm mit einem Spektrophotometer gemessen. Der Antikérperkonzentrationsbereich
ist auf dem Kalibrator und dem positiven Kontrollserum in ELISA-Einheiten pro Milliliter (EU/ml) angegeben.
Diese Werte werden verwendet, um die Ubereinstimmung mit den Testqualititskontrollen nachzupriifen und die
qualitativen Werte zu bestimmen. Positive Ergebnisse fur Proben sollten als Titer angegeben werden.

REAGENZIEN
Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Verwenden Sie das Reagenz nicht, falls es triib ist oder Partikel
enthélt. Alle Reagenzien miissen wahrend der Anwendung auf 2-8 °C gehalten werden, mit Ausnahme des
Enzymsubstrats, das vor der Anwendung auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht werden muss. Bei Lagerung
bei 2-8 °C ist der rekonstituierte Waschpuffer bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar.

VorsichtsmalRnahmen

Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests auf HbsAg, HCV,
HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fur negativ befunden. Auf menschlichem Blut basierende Produkte sowie
Patientenproben sollten jedoch als potentiell infektids angesehen werden. Befolgen Sie bei der Lagerung,
Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten Laborpraxis™.

WARNUNG - Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
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bilden. Spulen Sie bei der Entsorgung von Flussigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gultige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Materialien aus anderen Quellen aus. Falls Sie
zusatzliche Reagenzien bendétigen, verwenden Sie nur Bestandteile mit derselben Chargennummer von
Immco Diagnostics Inc. Befolgen Sie die Regeln der Guten Laborpraxis, um beim Umgang mit Reagenzien
deren mikrobielle Verunreinigung und Verschleppungen so gering wie méglich zu halten. Nicht nach dem auf dem
Etikett angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Mitgelieferte Materialien
Produkt

Anti-GM, IgM

Anti-GM, IgG

Anti-Asialo GM, IgM
Anti-Asialo GM, IgG
Anti-GD,, IgM

Anti-GD,, IgG

Anti-GQ,, IgM

Anti-GQ,, 19G
Anti-Galactocerebrosid IgM
Anti-Galactocerebrosid IgG
Anti-GD,, IgM

Anti-GD,_ 1gG

1180M
1180G
1181M
1181G
1183M
1183G
1184M
1184G
1185M
1185G
1186M
1186G

Die Kits enthalten ausreichend Reagenzien zur Durchfiihrung von jeweils 96 Bestimmungen.

12x8

| MICROPLATE |*

1x1.5ml |CALIBRATOR]| *

1x1.5ml [CONTROL [+]*
1x1.5ml [CONTROL |-|*

1x12 ml

| CONJ | ALKPHOS |**

1x60ml [ DIL |*

1x12 ml SUBSTRATE |*

Mikrotiterplatte mit einzeln abbrechbaren Mikrotitervertiefungen, mit
gereinigtem Antigen beschichtet. Das Gangliosid-Antigen ist auf dem
Etikett angegeben

Gebrauchsfertiger Kalibrator (griine Kappe). Aus Humanserum mit
den Antikdrpern gegen die jeweiligen Ganglioside hergestellt. Die
Konzentration in EU/ml ist auf dem Etikett angegeben.

Gebrauchsfertiges positives Kontrollserum (rofe Kappe). Enthélt
Humanserum, das fiir den jeweiligen Gangliosid-Antikdrper positiv ist.

Gebrauchsfertiges negatives Kontrollserum (wei3e Kappe). Enthalt
Gangliosid-Antikdrper-negatives Humanserum.

Gebrauchsfertiges Anti-human-IlgM- oder -IgG-alk.-Phos.-
Konjugat. Farbkennzeichnung rosa.

Gebrauchsfertiger Serumverdiinner. Farbkennzeichnung blau.

Gebrauchsfertiges Enzymsubstrat. Enthalt pNPP. Vor Licht
schiitzen.
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1x12 ml STOP Gebrauchsfertige Stopplésung.

2Xx

Waschpuffer in Pulverform. Auf jeweils einen Liter rekonstituieren.

* Enthélt <0,1% NaN,

TDas spezifische Antigen der Mikrotiterplatte und der spezifische Antikorper/Isotyp fur jeden Kit dieser Produktfamilie
sind untenstehend angegeben:

[REF] 1180M
1180G
1181M

181G

1183M
1183G
1184M
1184G
1185M

1185G

1186M
1186G

enthalt Mikrotiterplatte fiir GM,, Kalibrator und Kontrollserum fur GM, (IgM) und IgM-Konjugat
enthalt Mikrotiterplatte GM,, Kalibrator und Kontrollserum fiir GM, (IgG) und IgG-Konjugat

enthalt Mikrotiterplatte Asialo-GM,, Kalibrator und Kontrollserum fur Asialo-GM, (IgM) und IgM-
Konjugat

enthalt Mikrotiterplatte Asialo-GM,, Kalibrator und Kontrollserum fur Asialo-GM, (IgG) und IgG-
Konjugat

enthalt Mikrotiterplatte GD
enthalt Mikrotiterplatte GD
enthalt Mikrotiterplatte GQ
enthalt Mikrotiterplatte GQ

. Kalibrator und Kontrollserum fir GD,, (IgM) und IgM-Konjugat

Kalibrator und Kontrollserum ftir GD

(
1b? 1, (19G) und 1gG-Konjugat
(

Kalibrator und Kontrollserum fur GQ,, (IgM) und IgM-Konjugat

1b?

Kalibrator und Kontrollserum fur GQ,, (IgG) und IgG-Konjugat

1b’
enthalt Mikrotiterplatte Galactocerebroside, Kalibrator und Kontrollserum fiir Galaktocerebroside
(IgM) und IgM-K onjugat

enthalt Mikrotiterplatte Galactocerebroside, Kalibrator und Kontrollserum fur Galaktocerebroside
(IgG) und IgG-Konjugat

enthalt Mikrotiterplatte GD,,, Kalibrator und Kontrollserum fiir GD,_ (IgM) und IgM-Konjugat

enthalt Mikrotiterplatte GD, ,, Kalibrator und Kontrollserum fiir GD,, (IgG) und IgG-Konjugat

1a’

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

4R [FB =[G

Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum
Hersteller

Anzahl an Tests

Bendtigte, nicht mitgelieferte Materialien

* Entionisiertes oder destilliertes Wasser

»  Spritzflasche fir den verdiinnten Waschpuffer

*  Pipetten mit einem Volumenbereich von 5 pl bis 1000 pl

Pipettenspitzen zur einmaligen Verwendung

e Saubere Probenréhrchen 12 x 75 mm und Réhrchenhalter
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Stoppuhr
Saugféahige Papiertticher

Mikrotiterplattenreader, der Extinktionswerte bei 405 nm ablesen kann. Falls ein Mikrotiterplattenreader mit
doppelter Wellenldange verwendet wird, sollte der Referenzfilter auf 600-650 nm eingestellt werden.

Automatischer Mikrotiterplattenwascher mit einer Verteilungskapazitat von 200 pl

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hdmolysierte, lipdmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
die Proben héchstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur ldngeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20 °C
eingefroren werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN

Hinweise zum Verfahren

Lesen Sie sorgfaltig die Produktbeilage, bevor Sie mit dem Test beginnen.

Entnehmen Sie dem Beutel die benétigte Anzahl an Mikrotitervertiefungsstreifen; legen Sie die nicht
verwendeten Vertiefungen im versiegelten Beutel sofort wieder in den Kihlschrank, um Kondensation in den
zu vermeiden

Lassen Sie das Enzymsubstrat vor der Verwendung Raumtemperatur erreichen. Alle anderen
Reagenzien, einschlieBlich des Waschpuffers, sollten bei 2-8 °C aufbewahrt und kalt verwendet
werden. Stellen Sie nicht verwendeten Proben und Reagenzien sofort nach der Anwendung wieder in den
Kuhlschrank.

Verdiinnen Sie die Patientenproben unmittelbar vor Beginn des Tests und bewahren Sie die Verdiinnungen
bis zu ihrer Verwendung bei 2-8 °C auf.

Bereiten Sie den Waschpuffer zu und lassen Sie in eine Temperatur von 2-8 °C erreichen. Der Waschpuffer
kann nicht erst unmittelbar vor dem Test zubereitet werden.

Eine gute Waschmethode ist unerldsslich und es wird die Anwendung eines automatischen
Mikrotiterplattenwaschers empfohlen. Wenn von Hand gewaschen wird, erreichen Sie eine angemessene
Spilung, indem Sie eine Waschflasche mit einer breiten Dise verwenden und einen starken Strahl kalten
Waschpuffer tber alle Mikrotitervertiefungen spritzen. Das Waschen von Hand wird jedoch fir diesen Test
nicht empfohlen.

Verwenden Sie eine Multikanalpipette, die gleichzeitig in einen Streifen mit 8 Vertiefungen pipettieren kann.
Dies beschleunigt das Verfahren und resultiert in gleichmaRigeren Inkubationszeiten.

Fur alle Schritte ist eine sorgfaltige Kontrolle der zeitlichen Koordinierung wichtig. Das Pipettieren aller Proben
und Reagenzien sollte mit derselben Geschwindigkeit und in derselben Reihenfolge erfolgen; beginnen Sie die
Zeitmessung aller Inkubationen mit dem Abschluss des Zufligens der Reagenzien. Jeder Inkubationszeitraum
muss unabhangig von dem vorherigen gemessen werden.

Testverfahren

Schritt1  BehaltenSiefiralleReagenzien(mitAusnahmedesEnzymsubstrats)undfirdie Mikrotiterplattenstreifen

bis einschliellich Schritt 11 dieses Tests eine Temperatur von 2-8 °C bei.

Schritt2  Verwenden Sie, wie in der nachfolgenden Abbildung gezeigt, den Protokollbogen, um die Positionen

der Proben in den Vertiefungen zu notieren. Es entspricht der Guten Laborpraxis, Proben zweifach
zu testen.

Schritt 3  Verdinnen Sie die Patientenserumproben im Verhaltnis 1:101, indem Sie 5 yl der Serumprobe mit

500 pl kaltem Serumverdiinner mischen.

Schritt4 Entnehmen Sie dem kalten Beutel die bendtigte Anzahl Vertiefungen und legen Sie die nicht
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Schritt 5

Schritt 6
Schritt 7

Schritt 8
Schritt 9
Schritt 10
Schritt 11

Schritt 12
Schritt 13

Schritt 14

verwendeten Streifenimversiegelten BeutelwiederindenKuhlschrank. Setzen Sie die Mikrotiterstreifen
sicher in den mitgelieferten Halter ein.

Anmerkung: Bei der Durchfihrung der Schritte 1 bis 5 sollte die Mikrotiterplatte auf Eisbeutel gelegt
werden, um die Temperatur von 2-8 °C aufrechtzuerhalten.

Anmerkung: Pipettieren Sie in eine Vertiefung 100 pl kalten Serumverdinner als Blindprobe.
Alle Schritte sollten schnell durchgefiihrt werden, um ein Aufwarmen der Vertiefungen und der
Serumverdiinnungen zu vermeiden.

Pipettieren Sie 100 pl kalten gebrauchsfertigen Kalibrator sowie kaltes positives und negatives
Kontrollserum in die Vertiefungen. Pipettieren Sie je 100 ul der kalten verdiinnten Patientenproben.

QUALITATIVE BESTIMMUNG

SO0
ClO0E
(=)EDOC
OGE
(s1(s9)(
(s2)s10( )
(e )
sos12(

12 3 4
Inkubieren Sie 16-18 Stunden lang (Uber Nacht) bei 2-8 °C.

Waschen Sie 4x mit kaltem Waschpuffer. Fillen Sie zum manuellen Waschen jede Vertiefung mit
rekonstituiertem Waschpuffer. Saugen Sie den Inhaltjeder Vertiefung ab. Drehen Sie die Mikrotiterplatte
um und klopfen Sie sie Gber saugfahigen Papiertiichern vorsichtig ab. Lassen Sie die Platte etwa 1
Minute lang umgedreht, damit die gesamte FliUssigkeit aus den Vertiefungen ablauft. Anmerkung:
Klopfen Sie die Platte nicht kraftig sondern nur leicht ab, um die liberschiissige Fliissigkeit
aus den Vertiefungen zu entfernen. Halten Sie wihrend dieses Vorgangs alle Streifen kalt.

TQOTMTMOUQO)®>

Pipettieren Sie 100 pl kaltes Konjugat in die Vertiefungen.
Inkubieren Sie 2 Stunden bei 2-8 °C.
Waschen Sie alle Vertiefungen wie in Schritt 7 beschrieben.

Pipettieren Sie 100 pl auf Raumtemperatur gebrachtes Enzymsubstrat in jede Vertiefung; gehen
Sie dabei in derselben Reihenfolge und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Konjugat.

Inkubieren Sie 30 Minuten (+ 5 min) bei Raumtemperatur.

Pipettieren Sie 100 ul Stoppldsung in jede Vertiefung; gehen Sie dabei in derselben Reihenfolge
und mit derselben Geschwindigkeit vor wie beim Hinzufliigen des Enzymsubstrats Lesen Sie die
Extinktionswerte innerhalb einer Stunde nach Hinzufligen der Stopplésung ab.

Stellen Sie den ELISA-Reader gegen die Blindprobe auf Null. Lesen Sie die Extinktion jeder Vertiefung
bei 405 nm ab; verwenden Sie einen Mikrotiterplattenreader mit einer einzigen Wellenlédnge oder mit
einer doppelten Wellenlange von 405/630 nm.

Qualitdtskontrolle

Bei jedem Testlauf muss eine Blindprobe mitgetestet werden, um die Unverfalschtheit und Genauigkeit des Tests
zu Uberprifen. Der Extinktionswert der Blindprobe sollte <0,3 sein. Der Wert des positiven Kontrollserums in EU/mI
sollte innerhalb des auf dem Etikett angegebenen Bereichs liegen. Der Wert des negativen Kontrollserums muss
<20 EU/ml sein. Der Extinktionswert des Kalibrators muss grofer als der des negativen Kontrollserums und kleiner
als der des positiven Kontrollserums sein. Zur Verbesserung der Wiederholbarkeit kbnnen Proben zweifach getestet
werden; die EU/ml werden dabei aus dem Mittelwert der Extinktionswerte der zweifachen Vertiefungen errechnet.
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ERGEBNISSE
Berechnungen

Die Konzentrationen der Patientenproben kénnen mit einer der beiden folgenden Methoden bestimmt werden:

1. QUALITATIV

Die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse sollten als positiv oder negativ angegeben werden.
Ext. der Testprobe

X EU/ml des Kalibrators = EU/ml der Testprobe

Ext. des Kalibrators
Interpretation

Die folgenden Angaben dienen nur als Leitfaden bei der Interpretation der Laborergebnisse. Jedes Labor muss
seine eigenen Normalwerte festlegen. Diese kénnen je nach der untersuchten Population schwanken.

Anti-Gangliosid-Wert  Interpretation

<20 EU/mI Negativ
20-25 EU/mI Unbestimmt (Grenzbereich)
> 25 EU/ml Positiv

2. QUANTITATIV

Fir Proben, die mit der qualitativen Methode fur positiv befunden wurden, kénnen quantitative Werte bestimmt
werden. Quantitative Werte fir positive Proben sollten als Titer der Probe angegeben werden'. Bereiten Sie zur
Bestimmung des Titers von positiven Patienten von 1:101 ausgehend eine vierfache Verdiinnungsreihe vor und
fuhren Sie den Test wie im Abschnitt Testverfahren beschrieben durch. Die letzte Verdiinnung mit einem EU/ml-
Wert Uiber 25 ist der Endpunkttiter des Patienten. Die nachfolgende Tabelle zeigt die korrekte Vorbereitung der
vierfachen Verdiinnungsreihe an:

Rohrchen 1 2 3 4
Serum 10 pl
+
Serumverdiinner 1000yl 800 yl 800 yl 800 pl
=2 =2 =
Ubertragung 200 pl 200 ul 200 pl

Endverdiinnung 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

Die mit diesem Test erhaltenen Ergebnisse sind nicht allein diagnostisch und sollten im Zusammenhang mit
dem klinischen Zustand des Patienten betrachtet werden. Ein Test mit Reaktivitat im Grenzbereich sollte erneut
getestet werden, um das Ergebnis zu bestatigen. Es wird auBerdem empfohlen, Patienten mit Ergebnissen im
Grenzbereich nach einer weiteren Blutabnahme erneut zu testen. Eine Behandlung mit Immunsuppressiva, eine
Plasmapherese, der Beginn oder die Anderung der Behandlung eines Patienten mit einer Neuropathie sollten
nicht auf der Grundlage einer positiven Reaktion bei diesem Test stattfinden. Zusammen mit den Ergebnissen
des Gangliosid-Tests sollten alle klinischen Beobachtungen, und insbesondere elektrophysiologische Daten
wie Leitungsblécke motorischer Nerven und andere verwandte Symptome, bertcksichtigt werden. Das Serum
einiger Patienten mit motorischen Neuropathien kann beim Test auf bestimmte Ganglioside negative Ergebnisse
erbringen. Solche Patienten sollten auf Autoantikdrper gegen andere Ganglioside hin getestet werden.

ERWARTETE WERTE

Das nachfolgende Flussdiagramm zeigtdas Vorliegen von Anti-Gangliosid-Antikdrpern bei einigen gut charakterisierten
Neuropathien'’. Dieses Diagramm dient nur als Hilfsmittel bei der Differentialdiagnose und sollte nicht als endgtiltige
Information Uber alle aufgefiihrten Neuropathien verwendet werden. Siehe Einschrénkungen des Verfahrens.
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Neuropathien
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= Akute motorische axonale Neuropathie

= Miller-Fisher-Syndrom

= Amyotrophische laterale Sklerose

= Multifokale Motorneuropathie

= Hereditare spinale Muskelatrophie

= Distales Syndrom des zweiten Motoneurons
= Proximales Motoneuron-Syndrom

= Diffuses Syndrom des zweiten Motoneurons
= Akute entziindliche demyelinisierende Polyneuropathie
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Anticorps Ganglioside ELISA

M  ENcART DU PRODUIT

©
”Vl MCO 1180M anti-GM IgM 96 Tests
DIAGNOSTICS 1180G anti-GM, IgG 96 Tests
A 1181M anti-Asialo GM IgM 96 Tests

1181G anti-Asialo GM, IgG 96 Tests

1183M anti-GD, IgM 96 Tests

1183G anti-GD, IgG 96 Tests

1184M anti-GQ, IgM 96 Tests

1184G anti-GQ, IgG 96 Tests

1185M anti-Galactocérébroside IgM 96 Tests
1185G anti-Galactocérébroside IgG 96 Tests
1186M anti-GD,, IgM 96 Tests

1186G anti-GD,,IgG 96 Tests

USAGE PREVU

Ces tests ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) pour la détection et la semi-quantification des anticorps
de gangliosides dans le sérum humain peuvent étre utilisés comme aide pour le diagnostique de désordres
neuromusculaires et de neuropathies.

RESUME ET EXPLICATIONS

Les Gangliosides sontdes acides glycosphingolipideslocalisés danslapartie extérieure de lamembrane plasmatique
et se retrouvent dans une variété de neuropathies et de désordres neuromusculaires. Les neuropathies peuvent
étre généralement débilitantes, et si elles atteignent des organes vitaux, létales. Elles peuvent étre héréditaires,
dues a une infection ou a une maladie auto-immunitaire et peuvent avoir des symptdomes similaires et sont donc
difficiles a diagnostiquer. Un diagnostic précis est important car les pronostics et les modalités de traitement
peuvent étre différents suivant les types de neuropathies’.

Certaines neuropathies, en particulier le Syndrome de Guillain-Barré (GBS), sont plus caractérisées que d’autres.
Le GBS se référe a un désordre auto-immunitaire caractérisé par un affaiblissement rapide des membres, une
perte du réflexe des tendons et des dysfonctionnements sensoriels. Le GBS est une neuropathie inflammatoire
aigué. Les patients souffrant de GBS présentent des anticorps aux gangliosides GM, 23. Ces anticorps sont
signalés chez les patients avec dégats axonaux importants et pronostic faible et sont dirigés contre la structure
galactose-galactosamine de la portion carbohydrate de la molécule . Le GBS est un désordre typique de post
infection, auto-immunitaire. Plus de deux tiers des patients souffrant de GBS ont des antécédents d’infection,
généralement par des virus et des bactéries. Le Cytomégalovirus associé a des infections de la partie supérieure
de I'appareil respiratoire et Clampybacter jejunii associé a des gastroentérites, entament une réaction immunitaire
croisée contre les gangliosides, résultant en une réaction immunitaire complexe et une démyélinisation des nerfs
aboutissant a une plus lente conduction de l'influx ou a un blocage de ce dernier®.

GM,, GD,,, GD,, et asialo GM, partagent le méme terminal Gal (31-3) des résidus GalNAc. Une augmentation
du titre des anticorps IgM contre les GM,, GD,, GD,, et asialo GM, a été mise en évidence dans différents types
de moto-neuropathies®. Parmi ceux-ci, le anti-GM,, qui est préférentiellement observé dans les cas de maladies
neuro-motrices diffuses et jamais dans les neuropathies de I'appareil moteur inférieur?. Cette observation permet
de distinguer ces derniers des anti-GD,, et asialo GM, qui sont préférentiellement observés dans les cas de
neuropathies des membres inférieurs.

Actuellement, des profils sérologiques et des anticorps anti-gangliosides chez des patients GBS traités et non
traités ont été signalés®. Des titres de anti-GM, IgG et anti-GD, ont atteint leur maximum respectivement a 40
et 90 jours. Les titres anti-GM, 1gG ont diminué en suivant le traitement Ivlg. L'utilité clinique de ces anticorps est
démontrée par la corrélation des pics d’anticorps avec les moments les plus critiques et les symptomes cliniques
les plus marqués®. Les anticorps anti-GD,_ sont également présents chez 23% des patients avec Sclérose en
plaques (MS) et 18% avec Névrite Optique (ON)°. Les réponses croissantes de GD,_ IgG peuvent étre utilisées
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comme facteur discriminant entre la MS et le GBS®. Des études immuno-pathologiques suggérent que la cible des
attaques immunitaires est différente pour les différents sous-types de GBS. Dans la neuropathie moteur axonale
aigué, 'attaque est dirigée contre I'axoléme et les noeuds de Ranvier. Les anticorps anti- GD,, se lient de fagon
sélective aux noeuds des nerfs moteur plutét qu’aux noeuds de Ranvier des nerfs sensoriels, ce qui suggére leur
role pathogene .

Les anticorps anti-GM, et anti-GD,, ont également été signalés chez des patients avec sclérose en plaque (ALS),
lupus érythémateux endémique, maladie d’Alzheimer et chez certains individus en bonne santé. Il est important
de noter que les anti-GM, et les anticorps relatifs présentant un titre de plus de 1:800 sont trés fortement et
spécifiquement associés avec des maladies neurologiques de I'appareil moteur inférieur, des neuropathies senso-
motorielles et des neuropathies moteur?.

Les réponses immunitaires chez les patients souffrant d’autres neuropathies peuvent étre dirigées contre les
GQ,, et les gangliosides sulfatides’. Les anticorps GQ,, sont associés avec le syndrome de Miller Fisher, une
variante habituelle de GBS, affectant les patients d’ophtalmoplégie, ataxie et aréflexie et suivent généralement un
épisode infectieux. Les anticorps anti-galactocérébrosides semblent étre étroitement associés aux anticorps anti-
sulfatides et ont été observés chez des patients atteints de leprous névrite, Tryponosome africaine et leishmaniose
mucocutanée.

Les anticorps gangliosides sont généralement du type IgM, 1gG et IgA. Il a été démontré que I'échange de plasma
est une mesure thérapeutique effective, si elle est réalisée moins de 2 semaines aprés le début des symptdmes'2.
Donc, les tests de laboratoire basés sur une détection précoce des anticorps de différents gangliosides peut
effectivement compléter de telles thérapies.

PRINCIPES DES TESTS

Les tests ImmuLisa™ anticorps anti-ganglioside sont réalisés comme une phase solide ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays). Des puits recouverts d’antigéne recombinant sont utilisés pour incuber les contrdles, les
étalons et les sérums de patients pour permettre aux anticorps présents dans le sérum de se lier a leur antigene
respectif. Les anticorps non-liés et les autres protéines du sérum sont éliminés en ringant les micropuits. Aprés
I'ajout et 'incubation d’un conjugué enzymatique anti- Ig humaines, le conjugué non-lié est éliminé en ringant les
micropuits. L’ajout du substrat enzymatique pNPP aux micropuits entraine un changement de couleur produit par
la conversion du substrat en un produit de réaction jaune. La réaction est arrétée et I'intensité du changement
de couleur, qui est proportionnelle a la concentration de I'anticorps, est lue sur un spectrophotométre a 405 nm.
La gamme de concentration de I'anticorps est exprimée en Unités ELISA par millilitres (EU/mI) sur I'étalon et la
solution de controle positive. Ces valeurs sont utilisées pour vérifier la conformité avec les tests de controle qualité
et pour déterminer les résultats qualitatifs. Les spécimens positifs doivent étre exprimés en titre.

REACTIFS
Conservation et préparation

Conserver tous les réactifs du coffret entre 2 et 8°C. Ne pas congeler. Ne pas employer le réactif s’il est trouble
ou si un précipité s’est formé. Tous les réactifs doivent étre maintenus entre 2 et 8°C tout au long de leur
utilisation, a I'exception du Substrat Enzymatique, qui doit étre porté a température ambiante (20-25°C) avant
de l'utiliser. Lorsqu’il est conservé entre 2 et 8°C, le tampon de lavage reconstitué est stable jusqu’a la date limite
d’utilisation.

Précautions

Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a été testé en respectant les recommandations
de la FDA et résulte non réactif aux antigenes de surface du virus de I'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés
contre le virus de 'hépatite C (anti-HCV) et en anticorps dirigés contre les virus de 'immunodéficience humaine
(anti-VIH1, anti-VIH2 et HTLV-I). Du fait qu’aucune méthode de test connue ne peut offrir une garantie absolue
de l'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi que tous les échantillons de patients comme
potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions d’'usage™.

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
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et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier & grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualité des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne pas
echanger des réactifs du kit par d’autres provenant d’autres fabricants. Si des réactifs supplémentaires sont
nécessaires, utiliser uniquement les composants avec le méme numéro de lot provenant de Immco Diagnostics

Inc.

Respecter les techniques de laboratoire réduisant au minimum la contamination microbienne et chimique.

Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption se trouvant sur I'étiquette.

Matériel fourni

Produit

anti-GM, IgM

anti-GM, IgG

anti-Asialo GM, IgM
anti-Asialo GM, IgG
anti-GD,, IgM

anti-GD,, 1gG

anti-GQ,, IgM

anti-GQ,, 19G
anti-Galactocérébroside IgM
anti-Galactoceérébroside I1gG
anti-GD,_ IgM

anti-GD,_ 1gG

1180M
1180G
1181M
1181G
1183M
1183G
1184M
1184G
1185M
1185G
1186M
1186G

Les kits contiennent les réactifs suffisants pour effectuer 96 tests chacun.

12x8 | MICROPLATE |t

1x1.5ml |CALIBRATOR| *

1x1.5ml |CONTROL[+]*

1x1.5ml |CONTROL|-|*

1x12ml | CONJ | ALKPHOS |*1

1x60ml [ DIL |*

Micro-lamelle avec micropuits individuels recouverts d’antigene
purifié. L'antigene Ganglioside est indiqué sur I'étiquette.

Etalon (couvercle vert), prét a 'emploi. Dérive du sérum humain
contenant les anticorps gangliosides. La concentration en EU/mlI
est imprimée sur I'étiquette du flacon.

Contréle positif (couvercle rouge), prét a 'emploi. Contient du
sérum humain positif aux anticorps ganglioside.

Controle négatif (couvercle blanc), prét a I'emploi. Contient du
sérum humain négatif aux anticorps ganglioside.

Conjugué phos. alc anti-lgG ou IgM humain. Prét a I'emploi.
Code couleur rose.

Diluant pour sérum prét a I'emploi. Code couleur bleue.

36



FR

1x12ml SUBSTRATE |* Substrat enzymatique préta 'emploi. Contient du pNPP. Protéger
de la lumiére.

1x12 ml STOP Solution d’arrét préte a I'emploi.

2x | BUF | WASH Tampon de lavage en poudre. Reconstituer pour 1 litre/flacon.

* Contient <0.1% NaN,

T L'antigene et I'anticorps/isotype spécifique de la micro-lamelle pour chaque kit dans cette famille de produits est
indiqué ci-dessous:

1180M contient la micro-lamelle pour GM,, étalon et solutions de contréle pour GM, IgM et conjugué IgM
1180G contient la micro-lamelle pour GM,, étalon et solutions de contréle pour GM, IgG et conjugué IgG

1181M contient la micro-lamelle pour Asialo GM,, étalon et solutions de contrdle pour Asialo GM, IgM et
conjugué IgM

1181G contient la micro-lamelle pour Asialo GM,, étalon et solutions de contréle pour Asialo GM, 1gG et
conjugué IgG

1183M contient la micro-lamelle pour GD,, étalon et solutions de contréle pour GD,, IgM et conjugue IgM
1183G contient la micro-lamelle pour GD,,, étalon et solutions de contréle pour GD,, 1gG et conjugué IgG
1184M contient la micro-lamelle pour GQ,, étalon et solutions de contréle pour GQ,, IgM et conjugué IgM
1184G contient la micro-lamelle pour GQ,, étalon et solutions de contréle pour GQ,, IgG et conjugué IgG

1185M contient la micro-lamelle pour Galactocérébroside, étalon et solutions de contréle pour
Galactocérébroside IgM et conjugué IgM

1185G contient la micro-lamelle pour Galactocérébroside, étalon et solutions de contréle pour
Galactocérébroside 1gG et conjugué IgG

1186M contient la micro-lamelle pour GD),, étalon et solutions de controle pour GD,, IgM et conjugué IgM

1186G contient la micro-lamelle pour GD, , étalon et solutions de contréle pour GD,, IgG et conjugué IgG

Symboles utilisés sur les étiquettes:
Numeéro de lot

Numeéro de référence catalogue
A utiliser avant
Température de conservation

Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

 AEEEE EHIE

Fabricant

W Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

Eau distillée ou déionisée
* Pissette pour le tampon de lavage dilué
e Pipettes de 5a 1000 pl
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Bouts de pipette jetables

Petits tubes propres 12 X 75 mm et porte-tubes
Timer

Papier absorbant

Lecteur ELISA avec filtre de 405nm. Si la longueur d’onde double est disponible, le filtre de référence sera de
600-650 nm.

Bac pour le lavage automatique capable de dispenser 200 pl

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniqguement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets a une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et modifier
les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour une conservation
plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives des sérums.

METHODE

Préparation du test

Lire ces instructions attentivement avant de commencer I'analyse.

Remettre immédiatement les micro-lamelles non utilisées dans le récipient contenant le dessiccateur,
refermer hermétiquement pour minimiser toute exposition a '’humidité. Replacer immédiatement le récipient
au réfrigérateur.

Laisser le substrat enzymatique s’équilibrer a la température de la piéce avant utilisation. Tous les
autres réactifs, le tampon salin également, doivent étre conservés entre 2 et 8°C et utilisés froids.
Replacer les produits au réfrigérateur juste apres I'utilisation.

Préparer toutes les dilutions des échantillons patients avant de commencer le test.

Préparer le tampon salin et équilibrer sa température entre 2 et 8 °C. Le tampon salin ne peut étre préparé
juste avant de réaliser le test.

Il est important d’utiliser une bonne technique de lavage. Il est recommandé d’utiliser un bac de lavage
des micro-lamelles automatique. Si 'opération est réalisée manuellement, diriger un jet puissant de vapeur
de tampon de lavage froid a 'aide d’une large bouteille sur toute la superficie de la micro-lamelle. De toute
fagon, le lavage manuel n’est pas recommandé pour ce test.

Utiliser une pipette multicanaux capable de remplir 8 puits simultanément. Ceci rend le processus plus rapide
et fournit un temps d’incubation plus uniforme.

La synchronisation est importante. Les périodes d’incubation commencent apres la distribution des réactifs.
L’ajout de tous les échantillons et réactifs doit étre réalisé a la méme cadence et selon la méme séquence.
Chaque période d’incubation doit étre mesurée indépendamment de la précédente.

Exécution du test

Etape 1 Maintenir tous les réactifs (a I'exception du substrat enzymatique) et les tigettes de microtitration

entre 2 et 8°C jusqu’a I'étape 11 du test.

Etape 2 Indiquer sur une feuille du protocole la position des échantillons sur la micro-lamelle. Il est de bonne

pratique de vérifier les échantillons en double.

Etape 3 Préparer une dilution de 1:101 de I'’échantillon patient en mélangeant 5 ul de I'échantillon patient &

500 pl de diluant pour échantillons froid.

Etape 4 Prélever les micro-lamelles nécessaires du récipient froid et replacer les lamelles non utilisées dans

le récipient scellé au réfrigérateur. Placer les micro-lamelles sur le support fourni.
Note : Lors de la réalisation des étapes 1 a 5, la micro-lamelle doit étre maintenue sur de la glace
pour maintenir la température entre 2 et 8 °C.
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Note: Pipeter 100 pl de Diluant Sérum froid dans un micropuit comme blanco de réaction. Toutes les
étapes doivent étre réalisées rapidement pour éviter le réchauffement des micropuits et des dilutions
du sérum.

Etape 5 Pipeter 100 ul d’Etalon et de Contrdles positifs et négatifs préts a 'emploi froid dans les micropuits.
Pipeter 100 pl d’échantillons dilués froid.

DETERMINATION QUALITATIVE

SO0
ClO0E
ClOee
OGE
(s0(s9)(
(s2)s10( )
(96 I
@12 )

1 2 3 4

IO TMOQO)®@>

Etape 6 Incuber pendant 16 a 18 heures (une nuit) entre 2 et 8°C.

Etape 7 Laver 4x avec de la solution de lavage froide. Pour le lavage a la main, remplir chaque micropuit
avec de la solution de lavage reconstituée. Aspirer le contenu de chaque puit. Retourner la micro-
lamelle et vider par petits coups sur du papier absorbant. Maintenir a I'envers pendant environ 1
minute pour éliminer les liquides des micropuits. Note: ne pas taper vigoureusement, donner
des petits coups pour éliminer I’excés de liquide dans les puits. Maintenir toutes les tigettes
froides durant cette opération.

Etape 8 Pipeter 100 pl de Conjugué froid dans les micropuits.
Etape 9 Incuber pendant 2 heures entre 2 et 8°C.
Etape 10  Laver les micropuits comme a 'étape 7.

Etape 11 Pipeter 100 ul de Substrat Enzymatique a température ambiante dans chaque micropuit dans le
méme ordre et timing que pour le conjugué.

Etape 12 Incuber pendant 30 minutes (+ 5 min) a température ambiante.

Etape 13  Pipeter 100 ul de solution d arrét dans chaque puit. Maintenir la méme séquence et le méme timing
lors de I"addition de la solution d"arrét que ceux utilisés lors de la distribution du substrat enzymatique.
Lire la densité optique dans I'heure qui suit I"arrét de la réaction.

Etape 14 Le zéro ELISA est la valeur du blanco. Lire la densité optique de chaque puit a 405nm en utilisant un
lecteur simple ou a longueur d’onde double a 405/630nm.

Contréle Qualité

Un blanco de réaction doit étre utilisé dans chaque test pour vérifier I'intégrité et la précision de ce dernier. La
lecture de densité optique du blanco doit étre inférieure a 0.3. Les EU/ml de la Solution de Contréle Positive
doivent se trouver dans la gamme indiquée sur I'étiquette. Le contrble négatif doit étre < 20 EU/ml. La densité
optique de I'étalon doit étre plus grande que celle du contréle négatif et plus petite que celle du contrble positif.
Pour une plus grande répétitivité, le test peut étre réalisé en double et les EU/ml calculés en prenant la moyenne
des deux lectures pour les puits dupliqués.

RESULTATS

Calculs

Les concentrations des échantillons patients peuvent étre déterminées par lI'une ou l'autre de ces deux
méthodes :
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1. QUALITATIVE
Les résultats obtenus par cette méthode seront négatifs ou positifs.

Abs. de I’échantillon
X EU/ml de I’étalon = EU/mI de I’échantillon

Abs. de I’étalon
Interprétation

L'information suivante sert seulement de guide dans I'interprétation des résultats de laboratoire. Chaque laboratoire
doit déterminer ses propres valeurs normales.

Ces dernieres peuvent varier en fonction de la population analysée.

Valeur Anti-Ganglioside Interprétation

<20 EU/ml Négatif
20-25 EU/mlI Indéterminé (Limite)
>25 EU/ml Positif

2. QUANTITATIVE

Les valeurs quantitatives peuvent étre déterminées pour les échantillons testés positifs par la méthode qualitative.
Les valeurs quantitatives des échantillons positifs doivent étre exprimées en titre de I'’échantillon.* Pour déterminer
le titre des patients positifs, réaliser 4 dilutions en série de I'échantillon en partant de 1:101 et réaliser le test
comme indiqué dans la méthode de test. La derniere dilution qui présente plus de 25 EU/ml est le point de titration
du patient. Le tableau ci-dessous indique la préparation correcte de la série de dilution.

Tubes 1 2 3 4
Sérum 10 pl
+
Diluant Sérum 1000 pI 800 pl 800 pl 800 pl
=2 =2 =2
Transfert 200 pl 200yl 200 pl

Dilution Finale 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

LIMITES D’UTILISATION

Les résultats obtenus servent seulement d’aide dans le diagnostique et ne devraient pas étre interprétés en tant
que diagnostique a part entiere. Chaque test indéterminé doit étre réalisé a nouveau pour confirmer le résultat.
Il est également recommandé que les patients avec des résultats indéterminés soient retestés a intervalles
réguliers. Une thérapie immunosuppressive, plasmaphéreése, un début ou une modification de traitement chez
un patient soufrant de neuropathie ne doivent pas étre décidés sur la base d’'une recherche anticorps positive
mais confrontés attentivement aux observations cliniques. Il faut prendre en considération les données électro-
physiologiques telles que le blocage de la conduction des nerfs moteur ou tout autre symptéme lié. Le sérum des
patients souffrant de neuropathies peut étre négatif pour certains gangliosides. Ces patients doivent étre retestés
pour les anticorps des autres gangliosides.

VALEURS PREVUES

Le graphique suivant montre la présence des anticorps anti-gangliosides dans certaines neuropathies bien
caractérisées 7. Ce graphique sert uniquement comme aide dans le diagnostique et ne doit pas étre considéré
comme information conclusive des neuropathies citées. Voir limites d’utilisation.

40



FR

Neuropathies

Asymétriques Symétriques
l
| |
HSMA
Aigué A progression lente Tay-Sachs
BSMA
Pas d’association
AIDP avec des anti-
ganglioside
| |
GBS AMAN MES
Anti-GM1 C. jejuni, Anti-GM1, C. iejuni Anti-GQ1b
Développement GD1b -Ej)e'junll, nti- '
rapide : 2-3 Développement rapide| e'\&e Q%pgmen
semaines : 2-3 jours rapide : 2-3 jours

Signes Signes Signes
neuro?o iques neurologiques neurologiques
moteur ha%t et bas moteur bas moteur plutot haut
uniquement que bas
ALS MMN
Anti-GM1 Anti-GM1 IgM
(niveaux bas) (niveaux élevés)
Diffus DLMN PMN Proximal LDMN Distal
pas d’anti- GM1 anti-asialo anti-GM1
ganglioside (niveaux élevés) (niveaux élevés))
Légende
GBS = Syndrome Guillain-Barré

AMAN = Neuropathie Moteur Axonale Aigue

MFS = Syndrome Miller-Fisher
ALS = Sclérose Latérale Amyotrophique
MMN = Neuropathie Moteur Multifocale

HSMA = Atrophie Musculaire Spinale Héréditaire

LDMN = Syndrome Neurone Moteur Distal Bas

PMN = Syndrome Neurone Moteur Proximal

DLMN = Syndrome Neurone Moteur Bas Diffus

AIDP = Polyneuropathie Démyélinante Inflammatoire Aigué
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Anticorpi Anti-gangliosidi ELISA

’ |
‘ INSERTO DEL PRODOTTO

©

| M M CO 1180M anti-GM IgM 96 Determinazioni
DIAGNOSTICS |E| 1180G anti-GM, IgG 96 Determinazioni

[REF] 1181M anti-Asialo GM IgM 96 Determinazioni

1181G anti-Asialo GM, IgG 96 Determinazioni

1183M anti-GD,, IgM 96 Determinazioni

1183G anti-GD,, IgG 96 Determinazioni

1184M anti-GQ, IgM 96 Determinazioni

1184G anti-GQ,IgG 96 Determinazioni

1185M anti-Galactocerebroside IgM 96 Determinazioni

1185G anti-Galactocerebroside IgG 96 Determinazioni

1186M anti-GD,, IgM 96 Determinazioni

1186G anti-GD,,IgG 96 Determinazioni

FINALITA’ D’USO

Questi test immunoenzimatici (ELISA) sono stati sviluppati per la rilevazione semiquantitativa di anticorpi anti-
gangliosidi nel siero umano da usare in congiunzione alle evidenze cliniche in pazienti con disturbi motori-
neuronali/neuropatie.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

| gangliosidi sono glicosfingolipidi acidi localizzati sullo strato esterno delle membrane plasmatiche e sono presenti
in una serie di disturbi motori/neuronali/neuropatie. Le neuropatie possono essere generalmente debilitanti e in
alcuni casi fatali se colpiscono le funzioni vitali dell’'organo. Le neuropatie possono essere condizioni ereditarie
o derivare da un infezione o da una patologia autoimmune. Varie neuropatie presentano spesso sintomi simili
e sono quindi difficili da diagnosticare. Una diagnosi accurata € importante in quanto la modalita di trattamento
appropriata e la prognosi possono differire a seconda della particolare neuropatia’.

Alcune neuropatie, in particolare la sindrome di Guillain-Berré (GBS), hanno una migliore caratterizzazione di altre.
La GBS ¢ una patologia autoimmune che provoca un rapido indebolimento delle membra e la perdita dei riflessi
tendinei oltre a disfunzioni sensoriali. La GBS € una neuropatia inflammatoria acuta. | pazienti con GBS sviluppano
anticorpi anti-gangliosidi GM, 2. Questi anticorpi sono riportati in pazienti con gravi danni assonali e sono diretti
contro la struttura galattosio-galattosamina della porzione carboidratica della molecola“. La GBS & un tipico disturbo
autoimmune post infezione. Piu dei due terzi di pazienti con GBS riportano un’infezione antecedente, solitamente
mediata da un virus o da un batterio. [| Cytomegalovirus associato con le infezioni del tratto respiratorio superiore
e il Campylobacter jejuniil associato con la gastroenterite, avviano una risposta autoimmune a reattivita incrociata
diretta contro i gangliosidi che da luogo alla deposizione del complesso immune e alla demielinizzazione dei nervi,
cio porta a un rallentamento nella conduzione nervosa o all’arresto di quest’ultima.

GM,, GD,,, GD,, e Asialo GM, condividono gli stessi residui terminali Gal (31-3) GalNAc. La coesistenza di titoli
elevati di anticorpi IgM anti-GM,, GD,_, GD,, e Asialo GM, si verifica in vari tipi di motoneuropatie®. Tra questi,
gli anticorpi anti-GM, sono di preferenza associati con motoneuropatie multifocali e non si osservano in patologie
motoneuronali inferiori’. Questa osservazione distingue i due tipi di anticorpi da quelli anti-GD,, e anti-Asialo GM,
che si osservano in prevalenza in casi di patologie motoneuronali inferiori.

Sono stati riportati i profili sierologici per gli anticorpi anti-gangliosidi in pazienti con GBS in trattamento e non
trattati®. Il picco di anticorpi anti-GM, IgG e anti-GD,_ IgM nei titoli & al suo massimo rispettivamente intorno ai 40
e ai 90 giorni successivi al trattamento. | titoli degli anticorpi anti-GM, IgG diminuiscono in seguito a trattamento
intravenoso con immunoglobulina (lvlg). L'utilita clinica di questi anticorpi € dimostrata dalla correlazione tra i picchi
anticorpali e i punteggi alti di disabilita e il peggiore esito clinico®. Gli anticorpi anti-GD, IgG compaiono inoltre nel
23% dei pazienti con sclerosi multipla (MS) e nel 18% dei pazienti con neurite ottica (ON)°. Laumento delle risposte
GD,, IgG pud essere usato come fattore discriminante tra la MS e la GBS®. Studi immunopatologici suggeriscono
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che nei vari sottotipi di GBS, il bersaglio dell’attacco immune & diverso. Nella neuropatia acuta assonale motoria,
I'attacco € diretto contro I'assolemma e i nodi di Ranvier. Gli anticorpi anti-GD,, si legano in modo selettivo ai nodi
del nervo motorio piuttosto che ai nodi di Ranvier del nervo sensoriale, suggerendo un ruolo patogenico™.

Gli anticorpi anti-GM, e anti-GD,, sono stati inoltre riportati in pazien‘ti con sclerosi multipla (MS), lupus eritematoso
sistemico (LES), Morbo di Alzheimer e in alcuni individui normali. E importante notare che livelli di anticorpi anti-
GM, e correlati, con titolo superiore a 1:800, sono fortemente e specificamente associati con malattie motorie-
neuronali inferiori, con neuropatie motorie-sensoriali e motoneuropatia™.

Le risposte autoimmuni in pazienti affetti da altre neuropatie possono essere dirette contro GQ,, e sulfatidi’.
Gli anticorpi GQ1b sono associati con la sindrome di Miller Fisher, una variante insolita della GBS, che colpisce
pazienti con oftalmoplegia, atassia e areflessia e spesso si manifesta in seguito ad un episodio infettivo. Gli
anticorpi anti-galattocerebroside sembrano essere fortemente collegati agli anticorpi anti-sulfatidi e sono stati
osservati in pazienti con neurite leprosa, tripanosomiasi africana e leishmaniosi mucocutanea.

Gli anticorpi anti-gangliosidi con significativita clinica sono spesso dell’isotipo IgM e/o IgG. E stato dimostrato che
la terapia trasfusionale con plasma €& una misura terapeutica efficace se intrapresa non piu tardi di due settimane
dopo I'esordio dei sintomi'?. Pertanto, i test di laboratorio che si basano sull’individuazione precoce degli anticorpi
diretti contro i vari gangliosidi possono rappresentare un complemento efficace di queste terapie.

PRINCIPI DELLE METODICHE

| test anti-ganglioside ImmuLisa™ vengono eseguiti come test immunoenzimatici (ELISA) in fase solida. Per
l'incubazione di Controlli, Calibratori e sieri dei pazienti vengono utilizzati pozzetti rivestiti con antigene purificato
per consentire il legame degli anticorpi presenti nel siero al rispettivo antigene. Gli anticorpi non legati e altre
proteine sieriche vengono rimossi lavando i pozzetti. Dopo I'aggiunta e I'incubazione di un coniugato anti-IgG
e/o IgM umano marcato con enzima, il coniugato non legato viene rimosso lavando i pozzetti. L'aggiunta nei
pozzetti di un substrato enzimatico pNPP produce un cambiamento di colore che ¢ il risultato dalla conversione del
substrato in un prodotto della reazione di colore giallo. La reazione viene stoppata e I'intensita del cambiamento
di colore, che € proporzionale alla concentrazione di anticorpo, viene letta da uno spettrofotometro a 405 nm. I
range della concentrazione dell’anticorpo & espresso in unita ELISA (EU/mI) sul calibratore e sul controllo positivo.
Questi valori vengono usati per determinare la conformita con i controlli di qualita dell’analisi e per determinare i
risultati qualitativi. | risultati dei campioni positivi devono essere espressi come titolo.

REAGENTI
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. Non congelare. Non usare il reagente se non & limpido o se & presente un
precipitato. Tutti i reagenti devono essere mantenuti a una temperatura tra 2-8°C durante I’esecuzione della
procedura ad eccezione del substrato enzimatico che deve essere portato a temperatura ambiente (20-25°C) prima
dell'uso. Se conservato a 2-8°C, il tampone di lavaggio ricostituito € stabile fino alla data di scadenza del kit.

Precauzioni

Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1 e 2 e HTLV-I e sono risultati
negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia, i derivati del sangue umano e i campioni del paziente devono
essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la conservazione, la
dispensazione e lo smaltimento di questi materiali'.

ATTENZIONE - L’azide sodica (NaN,) puo reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Duran%e lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo
di azide. L'azide sodica puo essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati &€ indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo
foglio illustrativo. Non sostituire i componenti del kit con materiali di altri produttori. Se sono necessari quantitativi
ulteriori di reagenti, usare solo componenti Immco Diagnostics Inc. aventi lo stesso numero di catalogo.
Seguire una buona prassi di laboratorio per ridurre al minimo la contaminazione microbica e crociata di reagenti
durante la manipolazione. Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza indicata sull’etichetta.

43



IT

Materiali forniti

Prodotto

anti-GM, IgM 1180M
anti-GM, IgG 1180G
anti-Asialo GM, IgM 1181M
anti-Asialo GM, IgG 1181G
anti-GD,, IgM 1183M
anti-GD,, IgG 1183G
anti-GQ,, IgM 1184M
anti-GQ,, 1gG 1184G

anti-Galattocerebroside IgM 1185M
anti-Galattocerebroside 1IgG 1185G
anti-GD,_ IgM 1186M
anti-GD,, IgG 1186G

| kit contengono reagenti sufficienti ad eseguire 96 determinazioni ciascuno.

12x8 | MICROPLATE |t

1x1.5ml |CALIBRATOR| **

1x1.5ml [CONTROL[¥] "1
1x1.5ml |CONTROL |- |*

1x12ml [ CONJ [ ALKPHOS |* 1

1x60ml | DIL |*
1x12ml [ SUBSTRATE |*

1x12ml
2x

* Contiene < 0,1% NaN,

Micropiastra con micropozzetti asportabili rivestiti con antigene
purificato. La tipologia dell’antigene € indicata sull’etichetta.

Calibratore (tappo verde) pronto all'uso. Siero umano contenente
anticorpi anti-gangliosidi. La concentrazione in EU/ml & indicata
sull’etichetta del flaconcino

Controllo Positivo (tappo rosso) pronto all’uso. Contiene siero
umano positivo per rispettivi anticorpi anti-gangliosidi.

Controllo Negativo (tappo bianco) pronto all’uso. Contiene siero
umano negativo per anticorpi anti-ganglioside.

Coniugato in Fosf. Alc. anti-IgM o IgG umane pronto all’'uso;
di colore rosa.

Diluente siero pronto all’'uso; di colore blu.

Substrato Enzimatico pronto all’'uso. Contiene pNPP.
Proteggere dalla luce.

Soluzione di Stop pronta all’'uso.

Tampone di Lavaggio in polvere. Ricostituire a un litro ciascuno.

? L'antigene specifico della piastra e I'anticorpo/isotipo per ciascun kit di questa famiglia di prodotti sono indicati

sotto:

1180M contiene micropiastra per GM,, calibratore e controllo per coniugato GM, IgM e IgM

1180G contiene micropiastra per GM,, calibratore e controllo per coniugato GM, 1gG e IgG

1181M contiene micropiastra per Asialo GM,, calibratore e controllo per coniugato Asialo GM, IgM e IgM
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1181G contiene micropiastra per Asialo GM,, calibratore e controllo per coniugato Asialo GM, IgG e IgG
1183M contiene micropiastra per GD
1183G contiene micropiastra per GD,

,» calibratore e controllo per coniugato GD,, IgM e IgM

,» calibratore e controllo per coniugato GD,, 19G e IgG
1184M contiene micropiastra per GQ,, calibratore e controllo per coniugato GQ,, IgM e IgM
1184G contiene micropiastra per GQ,, calibratore e controllo per coniugato GQ,, I1gG e IgG

1185M contiene micropiastra per Galatocerebroside, calibratore e controllo per coniugato
Galattocerebroside IgM e IgM

1185G contiene micropiastra per Galattocerebroside, calibratore e cotrollo per coniugato per
Galattocerebroside IgG e IgG

1186M contiene micropiastra per GD,, calibratore e controllo per coniugato GD,, IgM e IgM
1186G contiene micropiastra per GD

1a’

calibratore e controllo per coniugato GD,, 1gG e IgG

Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per I'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

4R [FB =~ [

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

* Acqua distillata o deionizzata

* Flacone per contenere il tampone di lavaggio diluito.

* Pipette con capacita di dispensazione da 5 ul a 1000 pl

«  Puntali monouso delle pipette

*  Provette per analisi 12 x 75 mm pulite e rack per provette
e Timer

« Carta assorbente

»  Lettore di micropiastre per la lettura di valori di assorbanza a 405 nm. Se € disponibile un lettore di micropiastre
a doppia lunghezza d’onda, il filtro di riferimento deve essere impostato a 600-650 nm

* Lavatore automatico per micropiastre, in grado di dispensare 200 pl

RACCOLTA DEL CAMPIONE

In questa procedura devono essere usati solo campioni di siero. Campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.
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PROCEDURA

Note sul test

Prima di iniziare il test leggere attentamente questo foglio illustrativo.

Togliere i pozzetti necessari dalla busta e risigillarla accuratamente per impedire la formazione di condensa
nei pozzetti non ancora utilizzati. Trasferire immediatamente la busta in frigo.

Portare il substrato enzimatico a temperatura ambiente prima dell’uso. Tutti i reagenti, incluso il
tampone di lavaggio devono essere mantenuti a 2-8°C e usati refrigerati. Immediatamente dopo I'uso
trasferire in frigo tutti i campioni e reagenti non utilizzati.

Diluire il campione del paziente immediatamente prima di iniziare I'analisi e conservare le diluizioni a 2-8°C
fino al momento dell’'uso.

Preparare il tampone di lavaggio e portarlo a una temperatura di 2-8°C. |l tampone di lavaggio non pud essere
preparato durante I'esecuzione dell’analisi.

Una buona tecnica di lavaggio é di importanza decisiva. Si consiglia di utilizzare un dispositivo
automatico di lavaggio della micropiastra. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, dirigere un forte
getto di tampone di lavaggio refrigerato, con un flacone a punta larga, su tutti i pozzetti. Tuttavia, per questa
analisi non € consigliato il lavaggio manuale.

Usare una pipetta multicanale in grado di riempire 8 pozzetti contemporaneamente. La procedura risulta piu
rapida e i tempi di incubazione piu uniformi.

Per tutte le fasi & importante controllare accuratamente i tempi. La dispensazione di tutti i campioni e reagenti
deve essere eseguita alla stessa velocita e nella stessa sequenza e tutti i periodi di incubazione devono
iniziare con il completamento dell’aggiunta dei reagenti. Ciascun periodo di incubazione deve essere misurato
indipendentemente dal precedente.

Metodo del test

Fase 1 Mantenere la temperatura di tutti i reagenti (ad eccezione del Substrato Enzimatico) e la piastra per

microtitolo tra 2-8°C fino alla fase 11 dell’analisi.

Fase 2 Etichettare il foglio protocollo per indicare la posizione del campione nei pozzetti secondo la figura

che segue. E’buona prassi di laboratorio eseguire il test in duplicato.

Fase 3 Preparare una diluizione 1:101 del campione del paziente mescolando 5 pl di campione con 500 pl

di Diluente del Siero refrigerato.

Fase 4 Rimuovere i pozzetti necessari dalla busta refrigerata e riporre nuovamente le strisce inutilizzate nella

busta sigillata nel frigo. Sistemare in modo sicuro i pozzetti nel supporto extra fornito di corredo.
Nota: Durante I'esecuzione delle fasi da 1 a 5, i pozzetti possono essere posizionati su sacche di
ghiaccio per mantenerli ad una temperatura di 2-8°C.

Nota: Pipettare 100 pl di Diluente del Siero refrigerato in un pozzetto come bianco. Tutte le fasi
devono essere eseguite con cura per evitare il riscaldamento dei pozzetti e delle diluizioni del siero.

Fase 5 Pipettare 100 pl di Calibratore pronto all'uso, di Controllo Positivo e Negativo nei pozzetti. Pipettare

100 pl di campioni diluiti refrigerati.
DETERMINAZIONE QUALITATIVA:
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Fase 6

Fase 7

Fase 8
Fase 9
Fase 10

Fase 11

Fase 12
Fase 13

Fase 14

Incubare per 16-18 ore da 2-8°C.

Lavare 4 volte con il tampone di lavaggio. Per il lavaggio manuale, riempire ciascun pozzetto con
il tampone di lavaggio ricostituito. Aspirare i contenuti di ciascun pozzetto. Capovolgere la piastra
e batterla delicatamente su carta assorbente. Tenerla capovolta per 1 minuto per eliminare tutto il
liquido dai pozzetti. Nota: Non battere con forza, ma delicatamente per rimuovere I’eccesso di
liquido dai pozzetti. Mantenere le strisce refrigerate durante questa operazione.

Pipettare 100 ul di Coniugato nei pozzetti.
Incubare per 2 ore a 2-8°C.
Lavare tutti i pozzetti come prescritto al punto 7.

Pipettare 100 pl di Substrato Enzimatico portato a temperatura ambiente in ciascun pozzetto
nello stesso ordine e con gli stessi tempi usati per il Coniugato.

Incubare per 30 minuti (+ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipettare 100 pl di Soluzione di Stop in ciascun pozzetto nello stesso ordine e con gli stessi tempi
usati per I'aggiunta del substrato enzimatico. Leggere I'assorbanza entro 1 ora dall’aggiunta della
Soluzione di stop.

Azzerare il lettore ELISA contro il bianco. Leggere I'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm usando
un lettore di micropiastre con lunghezza d’onda singola o doppia (405/630 nm).

Controllo di Qualita

Il bianco deve essere eseguito per ciascuna analisi per verificare l'integrita e I'accuratezza del test. La lettura
dell’assorbanza del bianco deve essere <0,3. Le EU/mI del Controllo Positivo dovrebbero rientrare nell’intervallo
indicato sull’etichetta. Il controllo negativo deve essere inferiore <20 EU/ml. La densita ottica del calibratore deve
essere maggiore di quella del controllo negativo e minore dell’assorbanza del controllo positivo. Per una migliore
riproducibilita, i campioni possono essere analizzati in duplicato e le EU/mI calcolate usando la media delle letture
dell’'assorbanza per i pozzetti in duplicato.

RISULTATI

Calcoli

Le concentrazioni dei campioni del paziente possono essere determinate con uno dei due metodi seguenti:

1. QUALITATIVO

| risultati ottenuti con questo metodo dovrebbero essere riportati come positivi o negativi.

Assorbanza del campione del test

X EU/mI di Calibratore D = EU/ml del Campione

Assorbanza del calibratore

Interpretazione

Quanto segue serve solo da guida nell’interpretazione dei risultati. Ciascun laboratorio deve stabilire i propri valori
normali che possono variare in base alla popolazione esaminata.

Valore Anti-Ganglioside Interpretazione

<20 EU/mI Negativo
20-25 EU/mlI Indeterminato (Borderline)
>25 EU/ml Positivo

2. Quantitativo

| valori quantitativi dei campioni positivi possono essere determinati con il metodo qualitativo. Questi valori
dovrebbero essere espressi come titolo del campione'. Per determinare il titolo dei pazienti positivi, eseguire
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diluizioni seriali quadruple dei campioni a partire da 1:101 ed eseguire I'analisi secondo le modalita indicata per
il test. L'ultima diluizione che ha un valore EU/ml superiore a 25 rappresenta il titolo endpoint del campione del
paziente. Sotto viene fornita una Tabella che mostra la preparazione adeguata delle serie di diluizioni x 4.

Provette 1 2 3 4
Siero 10 pl
+
Diluente 1000 yI 800 yl 800 ul 800 pl
Tamponato
2 2 2
Trasferimento 200 pl 200 yl - 200 pl

Diluizione finale 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

LIMITAZIONI DEL TEST

| risultati di quest’analisi, presi singolarmente, non hanno valenza diagnostica e dovrebbero essere considerati in
congiunzione con le evidenze cliniche del paziente. | risultati borderline dovrebbero essere testati nuovamente
per confermare i risultati. Si raccomanda inoltre che i pazienti con risultati borderline vengano testati a intervalli
appropriati. La terapia immunosoppressiva, la plasmaferesi, I'inizio o I'alterazione del trattamento del paziente
con neuropatia non dovrebbero essere intrapresi unicamente sulla base di una reazione positiva in quest’analisi.
Ogni osservazione clinica e, piu importante, dati elettrofisiologici quali I'arresto della conduzione motoria nervosa
e altri sintomi collegati dovrebbero essere considerati insieme ai risultati ottenuti dall’analisi dei gangliosidi. Il siero
di alcuni pazienti con neuropatie pud essere negativo per certi gangliosidi. Questi pazienti dovrebbero essere
analizzati per anticorpi diretti contro altri gangliosidi.

VALORI ATTESI

Il seguente diagramma di flusso illustra la presenza di anticorpi anti-gangliosidi in certe neuropatie ben
caratterizzate'’. Il diagramma & inteso come strumento di aiuto nella diagnosi differenziale e non dovrebbe essere
usato come un’informazione conclusiva per le neuropatie elencate. Vedere limiti della procedura.
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Legenda
GBS =
AMAN
MFS
ALS
MMN
HSMA
LDMN
PMN
DLMN
AIDP

Neuropatie

Asimmetriche

Simmetriche

A progressione lenta

HSMA Tay-Sachs
BSMA

nessuna associazione|
con anti- gangliosidi

Acuta
AIDP
GBS AMAN
C. jejuni, anti-GM1 MFS
ti-GM1 . jejuni, anti- s
ant-LVA e C. jejuni, anti-GQ1b,
Esordio rapido: 2-3 GD1b : .
sett. Esordio rapido: 2-3 gg

Esordio rapido: 2-3 gg

segni motoneuronali

segni motoneuronali ngzjfr%rr]:ali prevalentemente
superiori e inferiori e superiori rispetto a
inferiori e
inferiori
ALS MMN
anti-GM1 anti-GM1 IgM
(livelli bassi) (livelli alti)
DLMN diffusa PMN prossimale LDMN distale
nessun anti- anti-asialo GM1 anti-GM1
gangliosidi (livelli elevati) (iivelli elevati)

Sindrome Guillain-Barré
Neuropatia Moto-Assonale Acuta
Sindrome Miller-Fisher

Sclerosi Laterale Amiotrofica
Neuropatia Moto-Multifocale
Atrofia Muscolare Spinale Ereditaria

Sindrome Neuronale Motoria Distale Inferiore
Sindrome Neuronale Motoria Prossimale
Sindrome Neuronale Motoria Inferiore Diffusa
Polineuropatia Demielinante Infammatoria Acuta
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ISA para anticorpos anti-ganglidésidos
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1180MIgM anti-GM, 96 determinagées

1180G IgG anti-GM, 96 determinagbes

1181M IgM anti-Asialo GM, 96 determinagées

1181G IgG anti-Asialo GM, 96 determinagbes

1183M IgM anti-GD, 96 determinagbes

1183G IgG anti-GD,, 96 determinagbes

1184M IgM anti-GQ, 96 determinagGes

1184G IgG anti-GQ, 96 determinagbes

1185M IgM anti-Galactocerebrésido 96 determinagdes
1185G IgG anti-Galactocerebrésido 96 determinagées
1186M IgM anti-GD, 96 determinagbes

1186G IgG anti-GD,, 96 determinagbes

APLICAGAO

Estes ensaios de imunoabsorgcao enzimatica (ELISA) estdo indicados para detecgéo e semiquantificagdo de
anticorpos contra gangliésidos em soro humano como auxiliares nas indicag¢des clinicas de doentes com doengas
que afectem os neuronios motores — neuropatias.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os gangliosidos s&o glicoesfingolipidos acidos existentes na camada externa das membranas plasmaticas,
que ocorrem em diversas doengas dos neurénios motores ou neuropatias. Regra geral, as neuropatias podem
ser debilitantes e, caso afectem o funcionamento de érgéos vitais, podem ser fatais. Podem ser hereditarias,
provocadas por infecgdo ou doenga auto-imune e podem ter sintomas semelhantes, o que dificulta o diagnéstico.
O diagnéstico exacto é importante, uma vez que o prognostico e o tipo de tratamento podem ser diferentes’.

A caracterizagdo de algumas neuropatias, em particular a sindrome de Guillain-Barré (SGB), é melhor do que
de outras. A sindrome de Guillain-Barré refere-se a uma doenga auto-imune que se caracteriza por fraqueza
rapida dos membros, perda de reflexos tendinosos e disfuncdes sensoriais. E uma neuropatia inflamatéria aguda.
Nos doentes com esta sindrome pode desencadear-se uma resposta de anticorpos contra gangliésidos GM,2°.
Estes anticorpos sdo relatados em doentes com lesdes axonais graves e mau prognéstico, e podem ser dirigidos
directamente contra a estrutura de galactose-galactosamina da fracgdo de hidratos de carbono da molécula®.
A sindrome de Guillain-Barré é uma doencga auto-imune que ocorre, tipicamente, em periodos poés-infecgéo.
Mais de dois tergos de doentes com esta sindrome tém antecedentes de infecgéo, habitualmente mediada por
virus ou bactérias. O citomegalovirus associado a infecgdes do tracto respiratorio superior e o Campylobacter
Jejunii associado a gastroenterite iniciam uma resposta imunitaria de reactividade cruzada contra os gangliésidos,
resultando na deposicao de complexos imunes e desmielinizagcédo de nervos, que conduz a lentidéo ou bloqueio
da condugéo nervosa®.

GM,, GD,,, GD,, e asialo GM, partilham os mesmos terminais Gal (31-3) GaINAc. Verifica-se que co-existem titulos
aumentados de anticorpos IgM contra GM,, GD,_, GD,, e asialo GM, em varios tipos de neuropatias motoras®.
Entre estes, os anticorpos anti-GM, est&o preferencialmente associados a neuropatias motoras multifocais e nunca
foram observados em doengas dos neurénios motores inferiores’. Esta constatagéo distingue-os dos anticorpos
anti-GD,, e asialo GM,, que s&o observados preferencialmente em casos de neuropatias motoras inferiores.

Actualmente, tém sido descritos os perfis serolégicos e os anticorpos anti-gangliésidos em doentes tratados e néo
tratados com sindrome de Guillain-Barré®. Os titulos de IgM anti-GM, 1gG e anti-GD,  IgM atingiram o pico por volta
dos quarenta (40) e noventa (90) dias, respectivamente. Os titulos de IgG anti-GM, diminuiram apds o tratamento
intravenoso com imunoglobulinas (Ivlg). A utilidade clinica destes anticorpos € demonstrada na correlagéo dos
picos de anticorpos com resultados de incapacidade mais elevados e piores resultados clinicos®. Os anticorpos
IgG anti-GD, , também s&o encontrados em 23% dos doentes com esclerose multipla (EM) e em 18% de doentes
com nevrite optica (NO)®. O aumento da resposta de IgG anti-GD,, pode ser usado como um factor diferenciador
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entre a esclerose multipla e a sindrome de Guillain-Barré®. Estudos imunopatoldgicos sugerem que o alvo do
ataque imunitario é diferente nos diversos subtipos da sindrome de Guillain-Barré. Na neuropatia axonal motora
aguda, o ataque é dirigido directamente contra o axolema e os no6dulos de Ranvier. Os anticorpos anti-GD,, ligam-
se selectivamente aos n6s dos nervos motores e ndo aos nervos sensitivos dos nés de Ranvier, o que sugere o
seu papel patogénico™.

Os anticorpos anti-GM, e anti-GD,, foram igualmente descritos em doentes com esclerose multiplas (EM),
lupus eritematoso sistémico, doencga de Alzheimer e em alguns individuos normais. E importante salientar que
os anticorpos anti-GM, e anticorpos relacionados com titulos superiores a 1:800 estdo fortemente associados,
e de forma especifica, a doenga dos neurénios motores inferiores, neuropatia motora-sensorial e neuropatia
motora™.

As respostas auto-imunes em doentes que sofrem de outras neuropatias podem ser dirigidas contra GQ,, e
gangliésidos sulfatides’. Os anticorpos GQ,, estdo associados a sindrome de Miller Fisher, uma variante invulgar
da sindrome de Guillan-Barré, que provoca oftalmoplegia, ataxia e arreflexia e ocorre muitas vezes apos um
episodio infeccioso. Os anticorpos anti-galactocerebrosidos parecem estar relacionados de perto com anticorpos
anti-sulfatides e foram observados em doentes com nevrite leprosa, tripanossomiase africana e leishmaniose
muco-cutanea.

Os anticorpos anti-gangliésidos pertencem normalmente aos isétipos IgM e/ou 1gG. Foi demonstrado que a
filtragdo do plasma é uma medida terapéutica eficaz desde que seja iniciada ndo depois de terem decorrido
duas semanas apos o inicio dos sintomas'2. Por este motivo, os testes laboratoriais que se baseiem na deteccéo
precoce de anticorpos contra varios gangliésidos podem complementar eficazmente estas terapéuticas.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

Os ensaios de anticorpos anti-gangliésidos ImmuLisa™ s&o efectuados como ensaios de imunoabsorgéo enzimatica
de fase sélida (ELISA). Os micropogos revestidos com antigénio purificado s&o utilizados paraincubar os controlos,
calibradores e amostras de soro de doentes diluidas para permitir a ligagao de anticorpos especificos presentes
ao respectivo antigénio. Os anticorpos ndo ligados e outras proteinas séricas sdo removidos por lavagem dos
micropogos. Apos a adi¢ao e incubagdo com um conjugado anti-humano marcado com enzima, o conjugado
ndo ligado é removido por lavagem dos micropogos. A adigdo de um substrato enzimatico especifico (pPNPP)
aos micropogos resulta numa mudanga de cor produzida pela conversdo do substrato num produto de reaccao
amarelo. Areacgao é parada e € lida a intensidade da mudanga de cor, proporcional a concentragéo de anticorpos,
por um espectrofotdmetro a 405 nm. O valor da concentragdo de anticorpos € expresso em unidades ELISA por
mililitro (UE/ml) no calibrador e controlo positivo. Estes valores s&o usados para determinar a conformidade
com os controlos de qualidade do ensaio e para determinar resultados qualitativos. Os resultados de amostras
positivas devem ser expressos sob a forma de titulo.

REAGENTES
Conservagao e preparagao

Conserve todos os reagentes a uma temperatura entre 2 e 8 °C. Nao congele. N&o utilize se o reagente nao
estiver limpido ou se existir algum precipitado. Todos os reagentes tém de ser conservados entre 2 e °C
durante toda a utilizagdo, excepto o substrato enzimatico, que tem de estar a temperatura ambiente 20-25
°C) antes de ser utilizado. Desde que conservado a uma temperatura entre 2 e 8 °C, o tampéao de lavagem
reconstituido mantém-se estavel até ao fim do prazo de validade do kit.

Precaugoées

Todos os componentes obtidos a partir de seres humanos foram testados relativamente a presenca de HBsAg,
VHC, VIH-1, VIH-2 e HTLV-I, tendo-se obtido resultados negativos em testes exigidos pela FDA. Porém, os
derivados de sangue humano e as amostras de doentes devem ser considerados como potencialmente infecciosos.
Siga as boas praticas de laboratério em relagdo a conservagdo, distribuicdo e eliminagdo destes materiais'.
ADVERTENCIA — A azida de sodio (NaN,) pode reagir com a canalizag&o de cobre e chumbo e formar azidas
metalicas altamente explosivas. Elimine os liquidos com um grande volume de agua para impedir a acumulagao
de azidas. A azida de sodio pode ser tdxica por ingestdo. Em caso de ingestao, avise imediatamente o director do
laboratério ou o centro anti-venenos.
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Para garantir resultados validos deve seguir-se comrigor as instrucoes descritas neste folheto informativo
do kit. Nao troque componentes do kit com componentes de outras origens. Caso necessite de outros reagentes,
utilize apenas componentes com o mesmo numero de lote da Immco Diagnostics Inc. Siga as boas praticas

de laborat6rio para minimizar a contaminagc&o microbiana e a contaminagao cruzada dos reagentes durante o
manuseamento. Nao utilize apos o fim do prazo de validade.

Materiais fornecidos

Produto

ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmulLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™
ImmuLisa™

IgM anti-GM,

IgG anti-GM,

IgM anti-Asialo GM,

IgG anti-Asialo GM,

IgM anti-GD,,

IgG anti-GD,,

IgM anti-GQ,,

IgG anti-GQ,,

IgM anti-Galactocerebrésido
IgG anti-Galactocerebrosido
IgM anti-GD,,

anti-GD,_1gG

1180M
1180G
1181M
1181G
1183M
1183G
1184M
1184G
1185M
1185G
1186M
1186G

Cada kit contém reagentes suficientes para executar 96 determinagdes.

12x 8

1x1.5ml

1x1.5ml

1x1.5ml

1x12 ml

1x60 ml

1x12 ml

1x12 ml

2Xx

| MICROPLATE |

CALIBRATOR | * T

[CONTROL [+]
| CONTROL |-

| CONJ | ALKPHOS |**

[ow J*
[ SUBSTRATE |-

*Contém < 0,1% NaN,

Microplaca com micropogos individuais destacaveis revestidos
com antigénio purificado. O antigénio gangliésido é indicado no
rétulo.

Calibrador pronto a usar (tampa verde). Derivado de soro
humano contendo anticorpos contra os respectivos gangliésidos.
A concentragdo em UE/ml esta impressa no rétulo do frasco.

Controlo positivo pronto a usar (fampa vermelha). Contém soro
humano para o respectivo anticorpo anti-gangliosido.

Controlo negativo pronto a usar (tampa branca). Contém soro
humano negativo para anticorpo anti-gangliésido.

Conjugado de IgG ou IgM anti-humana com fosfatase alcalina
pronto a usar. Cor-de-rosa.

Diluente de soro pronto a usar. Cor azul.

Substrato enzimatico pronto a usar. Contém pNPP. Proteger da
luz.

Solugao de paragem pronta a usar.

Tampao de lavagem em po. Reconstituir cada unidade em um litro.

T O antigénio e anticorpo/isétipo da microplaca especificos de cada kit nesta familia de produtos sao indicados a

seqguir:
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[REF] 1180M
1180G
1181M

181G

1183M
1183G
1184M
1184G
1185M

1185G

1186M
1186G

contém microplaca para GM,, calibrador e controlo para IgM anti-GM, e conjugado de IgM
contém microplaca para GM,, calibrador e controlo para IgG anti-IGM, e conjugado de IgG

contém microplaca para Asialo GM,, calibrador e controlo para IgM anti-Asialo GM, e conjugado
de IgM

contém microplaca para Asialo GM,, calibrador e controlo para IgG anti-Asialo GM, e conjugado de
IgG

contém microplaca para GD,, calibrador e controlo para IgM anti-GD, e conjugado de IgM

1b’

contém microplaca para GD,, calibrador e controlo para IgG anti-GD,, e conjugado de IgG

1b’

contém microplaca para GQ,,, calibrador e controlo para IgM anti-GQ,, e conjugado de IgM

1b’

contém microplaca para GQ,,, calibrador e controlo para IgG anti-GQ,, e conjugado de IgG

1b’

contém microplaca para galactocerebrésido, calibrador e controlo para IgM anti-galactocerebrosido
e conjugado de IgM

contém microplaca para galactocerebrosido, calibrador e controlo para IgG anti-galactocerebrésido
e conjugado de IgG

contém microplaca para GD,, calibrador e controlo para IgM anti-GD, e conjugado de IgM

1a’

contém microplaca para GD,, calibrador e controlo para IgG anti-GD, e conjugado de IgG

1a’

Simbolos utilizados nos rétulos:

 AEEESEEHIE

Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugdes de utilizagédo
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

W Numero de testes

Materiais necessarios mas nao fornecidos

+  Agua destilada ou desionizada

*  Frasco de esguicho para o tampéao de lavagem diluido

* Pipetas com capacidade para distribuir 5 a 1000 pl

* Pontas de pipeta descartaveis

e Tubos de ensaio de 12 x 75 mm, limpos, e respectivo suporte

e Temporizador

e Papel absorvente

* Leitor de microplacas com capacidade para leitura de valores de absorvancia a 405 nm. Se estiver disponivel
um leitor de microplacas com duplo comprimento de onda, o filtro de referéncia deve ser definido para 600—

650 nm.

« Dispositivo automatico de lavagem de micropipetas com capacidade para distribuir 200 pl

53



PT

COLHEITA E MANUSEAMENTO DE AMOSTRAS

Neste procedimento s6 devem ser utilizadas amostras de soro. Amostras muito hemolisadas, lipémicas ou com
contaminag&do microbiana podem interferir com o desempenho do teste e ndo devem ser utilizadas. Conserve
as amostras a uma temperatura entre 2 e 8 °C durante um periodo ndo superior a uma semana. Para um
armazenamento mais prolongado, as amostras de soro devem ser congeladas a -20 °C. Evite ciclos repetidos de
congelacéo e descongelagéo das amostras.

PROCEDIMENTO
Notas sobre o procedimento
* Lei atentamente o folheto informativo do produto antes de comecar o ensaio.

* Retire dabolsa as tiras de micropogos necessarias e, para evitar a condensacao, volte a colocarimediatamente
no frigorifico os micropogos nao usados na bolsa selada.

* Deixe o substrato enzimatico atingir a temperatura ambiente antes de o utilizar. Todos os outros
reagentes, incluindo o tampao de lavagem, devem ser mantidos a uma temperatura entre 2 e 8 °C e
utilizados frios. Imediatamente ap6s a utilizagéo, volte a colocar as amostras e os reagentes nao usados no
frigorifico.

« Dilua as amostras dos doentes imediatamente antes de iniciar o ensaio e conserve as dilui¢des entre 2 e 8 °C
até ao momento de utilizagéo.

*  Prepare o tampao de lavagem e deixe-o atingir a temperatura de 2—8 °C. O tampao de lavagem nao pode ser
preparado imediatamente antes da execugao do ensaio.

* Uma boa técnica de lavagem é fundamental; recomenda-se a utilizagdao de um dispositivo automatico
de lavagem de microplacas. Se a lavagem for feita manualmente devera usar um frasco de lavagem de
boca larga para aplicar um jacto enérgico de tampéao de lavagem frio em todos os micropogos. Todavia, a
lavagem manual ndo € recomendada para este ensaio.

e Utilize uma pipeta multicanal com capacidade para distribuir em simultédneo para uma tira de 8 pogos. Isto
acelera o processo e permite um tempo de incubag¢do mais uniforme.

« Em todos os passos € importante controlar cuidadosamente o tempo. A pipetagem de todas as amostras
e reagentes deve ser feita a mesma velocidade e na mesma sequéncia, e 0 momento de inicio de todas
as incubacgdes deve ter inicio apos o fim da adicdo de reagentes. Cada periodo de incubagéo deve ser
cronometrado independentemente do anterior.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Passo 1 Mantenha todos os reagentes (excepto o substrato enzimatico) e as tiras de placas de microtitulagéo
a temperatura de 2-8 °C até ao passo 11 do ensaio.

Passo 2 Indique na folha do protocolo a posigdo das amostras nos micropogos de acordo com a seguinte
figura. Faz parte das boas praticas de laboratério executar os testes das amostras em duplicado.

Passo 3 Prepare uma diluicdo a 1:101 da amostra do doente misturando 5 pl de amostra do doente com 500
Ml de diluente de soro frio.

Passo 4 Retire da bolsa fria os micropogos necessarios e volte a colocar as tiras ndo usadas na bolsa selada
dentro do frigorifico. Coloque as tiras de micropogos em seguranga no suporte extra fornecido.
Nota: enquanto executa os passos 1 a 5, a microplaca deve ser mantida sobre embalagens de gelo
para manter uma temperatura de 2-8 °C.
Nota: pipete 100 pl de diluente de soro frio para um micropogo como um branco de reagente. Todos
0s passos devem ser executados rapidamente para evitar o aquecimento dos micropogos e das
diluigdes do soro.

Passo 5 Pipete 100 pl de calibrador, controlos negativo e positivo frios para os micropogos. Pipete 100 pl das
amostras diluidas frias.
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Passo 6

Passo 7

Passo 8
Passo 9
Passo 10

Passo 11

Passo 12

Passo 13

Passo 14

DETERMINAGAO QUALITATIVA
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1 2 3 4

ITIQOTMMQOQO®

Incube 16-18 h (de um dia para o outro) a uma temperatura de 2-8 °C.

Lave 4x com tampé&o de lavagem frio. Para a lavagem manual, encha cada micropogo com tampé&o
de lavagem reconstituido. Aspire o conteido de cada pogo. Inverta a microplaca e bata ligeiramente
com a microplaca sobre papel absorvente. Mantenha-a invertida durante ~1 min para remover
qualquer residuo de liquido dos micropogos. Nota: ndo bata com forga, mas apenas ligeiramente
para remover o excesso de liquido dos pog¢os. Mantenha todas as tiras frias durante esta
operagao.

Pipete 100 pl de conjugado frio para cada pogo.
Incube durante 2 h a uma temperatura de 2-8 °C.
Lave todos os micropogos como no passo 7.

Pipete 100 pl de substrato enzimatico a temperatura ambiente para cada pogo, na mesma
sequéncia e tempo usados para o conjugado.

Incube durante 30 min (£ 5 min) a temperatura ambiente.

Pipete 100 pl de solugao de paragem para cada pogo usando a mesma sequéncia e tempos usados
para o substrato enzimatico. Leia os valores da absorvancia no prazo de uma hora ap6és a adicdo da
solucdo de paragem.

Ponha o leitor de ELISA a zero por comparagdo com o branco de reagente. Leia a absorvancia de
cada pogo a 405 nm usando um leitor de microplacas de comprimento de onda Unico ou duplo a
405/603 nm.

Controlo de qualidade

Para cada ensaio realizado € necessario executar o branco de reagente para confirmagéo da integridade e
exactidao do teste. A leitura de absorvancia do branco de reagente deve ser < 0,3. As UE/ml do controlo positivo
devem situar-se no intervalo indicado no roétulo. O controlo negativo tem de ser < 20 UE/ml. O calibrador tem de
ter uma leitura de absorvancia superior a do controlo negativo e inferior a do controlo positivo. Para melhorar a
reprodutibilidade, as amostras podem ser analisadas em duplicado sendo as UE/ml calculadas usando a média
das leituras de absorvancia dos pogos duplicados.

RESULTADOS

Calculos

As concentra¢des das amostras de doentes podem ser determinadas por um de dois métodos:

1. QUALITATIVOS

Os resultados obtidos com este método devem ser apresentados como negativos ou positivos.
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Absorv. da amostra de teste

X UE/ml do calibrador D = UE/ml da amostra de teste

Absorv. do calibrador D

Interpretacao

A informacgao a seguir indicada constitui apenas um guia para interpretagdo dos resultados laboratoriais. Cada
laboratorio deve determinar os seus valores normais, que podem variar com a populagéo examinada.

Valores de anticorpos Interpretagao anti-gangliésido
< 20 UE/mI Neg. (-)

20-25 UE/ml Indeterminado

> 25 UE/ml Pos. (+)

2. QUANTITATIVOS

Podem ser determinados os valores quantitativos para as amostras que tenham resultados positivos no método
qualitativos. Os valores quantitativos para as amostras positivas devem ser expressos sob a forma de titulo.' Para
determinar o titulo dos doentes positivos, faga diluicdes seriadas de quatro vezes da amostra doente comegando
em 1:101 e execute o ensaio conforme indicado no método de teste. A ultima diluigdo que tiver um valor de UE/ml
maior que 25 corresponde ao titulo final do doente. A tabela seguinte indica a preparacéo correcta das diluigbes
seriadas de quatro vezes.

Tubos 1 2 3 4
Soro 10 pl
+
Diluente do soro 1000 I 800 ul 800 ul 800 pl
=2 = =2
Transferéncia 200 pl 200yl 200 pl
Diluigao final 1:100 ~1:400 ~1:1600 ~1:6400

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Osresultados dos testes obtidos somente com este ensaio ndo constituem um diagnoéstico e devem ser considerados
em conjunto com o quadro clinico do doente. Qualquer teste com reactividade limiar deve ser repetido para
confirmag&o do resultado. Recomenda-se igualmente que os doentes com resultados limiares sejam novamente
testados em intervalos adequados. A terapia imunossupressora, plasmaférese, inicio ou alteragéo do tratamento
de um doente com neuropatia ndo devem ser feitos com base na reacgéo positiva a este ensaio. Deve ter-se
em consideracgado todas as outras observagdes clinicas e, o mais importante, os dados electrofisiol6gicos como
o bloqueio da condugéo nervosa ou outros sintomas relacionados. O soro de alguns doentes com neuropatias
motoras pode ser negativo para determinados gangliésidos. Em tais doentes devem ser feitos testes para auto-
anticorpos para outros gangliésidos.

VALORES ESPERADOS

O fluxograma seguinte representa a presencga de anticorpos anti-ganglidosidos em determinadas neuropatias bem
caracterizadas'’. Este fluxograma destina-se apenas a ajudar no diagnéstico diferencial e nao deve ser usado
como informagédo conclusiva de todas as neuropatias listadas. Consulte as limitagcdes do procedimento.
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Neuropatias

Assimétricas

Simétricas

HSMA
Tay-Sachs
BSMA

Nenhuma asso-
ciagéo

com anticorpos

anti-gangliésidos

Progressivas
Agudas lentas
AIDP
[ |
A (t;'%sM1 A MFS
nti- C. jejuni, Anti-GM1, L )
inicio rapido: 2-3 S Db .Q-!eluﬁ’z(f”,t;%%b
sem inicio rapido: 2-3 dias Inicio rapido: 2-5 dias

Sintomas de

Sintomas de
neurdénio motor su-

Sintomas apenas
de neurénio motor

neurénio motor
superior mais

perior e inferior inferior acentuados do que
inferior
ALS MMN
Anti-GM1 Anti-GM1 IgM

(niveis baixos) (niveis elevados)

DLMN difusa G Proximal LDMN Distal
sem anticorpos GM1 (niveis anti-GM1 (niveis
anti-gangliésidos elevados) elevados)

Legenda
GBS = Sindrome de Guillain-Barré
AMAN = Neuropatia axonal motora aguda

MFS = Sindrome de Miller-Fisher
ALS = Esclerose lateral amiotréfica
MMN = Neuropatia motora multifocal

HSMA = Atrofia muscular espinal hereditaria

LDMN = Sindrome do neurdnio motor distal inferior

PMN = Sindrome do neurdnio motor proximal

DLMN = Sindrome do neurdnio motor inferior difusa

AIDP = Polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda
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