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DEUTSCH

IMMUNODOT ASSAY ZUR BESTIMMUNG VON higG
& higM ODER hlg (G+M) AUTOANTIKORPERN
GEGEN GANGLIOSIDE IN HUMANEM SERUM.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 Bestimmungen
AD-GANGS-24 24 Bestimmungen

NUR FUR ZWECKE DER IN-VITRO-DIAGNOSE
BESTIMMT

1. KLINISCHE ANWENDUNG
Ganglioside

Ganglioside sind eine Sialinsaure, die Glykosphingolipide enthalt.
Diese setzen sich zusammen aus einem langkettigen aliphatischen
Amin (Ceramid) und einer bis finf angehangten Hexosen , von denen
mindestens eine sialyliert sein muR. Das Vorhandensein eines
Sialinsduremolekiils  (oder mehrerer), gebunden an einen
Galaktoserest im Innern der Hexose, definiert das Glykosphingolipid
als Gangliosid (1).

Gangliosiden werden in der duf3eren Schicht der Plasmamembran
lokalisiert und sind reichlich im Myelinmantel der Schwann-Zellen
(peripheres Nervensystem) und in den Oligodendrozyten (zentrales
Nervensystem) (2) vorhanden.

Neuropathie und Anti-Glykokonjugat Autoantikorper

Das erste klinische Syndrom, bei dem Anti-Glykokonjugat
Autoantikérper beschrieben wurden, war die paraproteinamische
Neuropathie assoziiert mit Anti-MAG Autoantikdrpern (1). Weitere
Untersuchungen offenbarten die Nahe von peripheren Neuropathien
und Anti-Glykolipid Autoantikérpern so wie Anti-Ganglioside oder Anti-
MAG bei einer groBen Anzahl peripherer neuropathischer Zustande (2-
6). Eine anfangliche Skepsis gegeniber der Signifikanz von Anti-
Glykolipid Autoantikérpern wich der Erkenntnis, dass diese
Autoantikorper direkt zur Pathogenese der Neuropathie beitragen
koénnen.

GANGLIO
Ab PROFILE
SENSORISCH DEMYELINISIERENDE
SULFATIDE > POLYNEUROPATHIE ( IgM )
GQib — MILLER-FISHER SYNDROM (IgG)
GT1b — CANOMAD (IgM)
GT1a —> ZERVICO-BRACHIALES GBS (IgG)
GD3 — ATAXISCH SENSORISCHE
NEUROPATHIE
Db — - AKUT (IgG)
- CHRONISCH (IgM)
GD1a —» | MOTORISCHE NEUROPATHIE (IgM)
GM3 — CANOMAD (IgM)
GM2 e CIDP (IgG)
MULTIFOKALE MOTORISCHE
GM1 — NEUROPATHIE (IgM)
AXONALE FORM DES GBS (AMAN) (IgG)
Funct Control

2. VERSUCHSPRINZIP

Der ALPHADIA Ganglioprofile kit ist ein qualitativer in-vitro assay fur
humane Autoantikérper (IgG, IgM or Ig G+M) gegen zehn spezifische
Ganglioside: Sulfatide, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b, GD1a, GM3,
GM2 and GM1.

Wahrend der ersten Inkubationszeit reagieren die spezifischen
Autoantikorper, die in dem verdiinnten Serum enthalten sind, mit den
Gangliosid-Dots der Membranstrreifen. Danach werden die Streifen
gewaschen, um ungebundene AntikOrper und andere
Serumbestandteile zu entfernen. In einer zweiten Inkubationszeit wird
ein an ein HRP gebundener Anti-humaner Antikorper in die Wanne
hinzugefigt und reagiert mit dem auf den Membranstreifen
gebundenen humanen IgG und IgM Antikérper. Nach einem erneuten
Waschschritt, bei dem das ungebundene Konjugat entfernt wird,
werden spezifische Antikdrper durch Inkubation mit einer
Substratlésung nachweisbar.

3. MITGELIEFERTE MATERIALIEN

1. Beschichtete Streifen : 12 oder 24 mit Gangliosid-Antigenen
beschichtete Membranstreifen. Unbenutzte = Membranstreifen
kénnen Dbei 4°C, geschutzt vor Feuchtigkeit in einem
Antikondensationsbeutel aufbewahrt werden.

2. Positivkontrolle : 1 Mikroréhrchen (30ul) mit positivem Serum
Konservierungsmittel : NaN; (<0,1%)

3. Enzymkonjugat : 1 oder 2 Flaschchen (10 ml) mit:

- Anti-hilgG gebunden an Meerrettichperoxidase (HRPO), fur
AD-GANG12

- Anti-higM gebunden an Meerrettichperoxidase (HRPO), flr AD-
GANG12

- Anti-hlg (G+M) gebunden an Meerrettichperoxidase (HRPO),
fir AD-GANGS12 and AD-GANGS24

Konservierungsmittel : Neomycin. Gebrauchsfertig.

4. Probenverdiinnungspuffer : 1 oder 2 Flaschchen (32,5 ml) mit .
Konservierungsmittel : NaN; (<0,1%). Gebrauchsfertig.

5. Waschpuffer : 1 Flaschchen (40 ml) Phosphatpuffer mit Detergent.
Konservierungsmittel: Thimerosal (<0,1%). Fillen sie den Inhalt des
Flaschchens mit Aqua dest. bis auf 400 ml (finales Volumen) auf.
Bei 4°C bleibt die verdiinnte Waschlésung einen Monat lang stabil.

6. Substratlosung : 1 oder 2 Flaschchen (10ml)
mitTetramethylbenzidin. Gebrauchsfertig.

7. Inkubationsplatte: 1 oder 2 x 12 Wannen

4. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

— Justierbare, automatische Mikropipette mit Einmalpipettenspitzen
— Graduierter Zylinder

— Absaugpumpe

— Aqua dest.

—  Wippschuttler

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Um Kontaminationen von Personal und Umwelt zu vermeiden, miissen
folgende VorsichtsmafRnahmen beachtet werden:

- Benutzen sie Einmalhandschuhe beim Arbeiten mit potentiell
infektiosem Material und wahrend der Assaydurchfiihrung.

- Pipettieren sie nicht mit dem Mund.

- Rauchen, essen, trinken sie nicht und benutzen sie keine Kosmetika
wahrend der Assaydurchfiihrung

- Das Chromogen muss vorsichtig gehandhabt werden. Vermeiden
sie den Kontakt mit Haut, Augen und Schleimhauten. Im Falle eines
Unfalls griindlich unter flieRendem Wasser auspdilen.

- Alle Materialien humaner Herkunft zur Herstellung dieses Kits sind
negativ auf HBs-Ag, Anti-HIV und Anti-HCV getestet. Da jedoch
keine der zur Zeit verfigbaren Testmethoden absolute Gewahr fiir
das Fehlen dieser Viren garantieren kann, missen alle Proben und
Reagenzien als potentiell infektios betrachtet werden ; deshalb
muss der Assayabfall dekontaminiert und beseitigt werden in
Ubereinstimmung  mit  den etablierten Sicherheitsstandards.
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Vorhandene entziindbare Materialien missen verbrannt werden;
nicht entziindbare Materialien miissen im Autoklaven mindestens 1
Stunde bei 121 °C sterilisiert werden.

Flussigem Abfall muss Natriumhypochlorit zugefiigt werden, um
eine Endkonzentration von 3% zu erhalten. Diese muss
mindestens 30 Min. einwirken. Flussiger sdurehaltiger Abfall muss
zunachst mit einer geeigneten Menge an Base neutralisiert werden,
bevor er mit Natriumhypochlorit versetzt werden kann.

Vermeiden sie Spritzen und Aerosolbildung. Fir den Fall einer
Kontamination durch Spritzer reinigen sie sorgfaltig mit 3% iger
Natriumhypochloritldsung und entsorgen diese
Reinigungsflussigkeit als potentiell infektidsen Abfall.

Einige Reagenzien enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel;
um den Aufbau von explosiven Metallaziden in Rohr- und
Kupferleitungen zu verhindern, missen die Reagenzien unter
groBen Mengen flieRenden Wassers entsorgt werden.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, miissen folgende
Regeln beachtet werden.

6.

Mischen Sie keine Reagenzien verschiedener Chargennummern
oder anderer Hersteller.
Die strikte Einhaltung der festgelegten Inkubationszeiten und
Temperaturen ist zu empfehlen, um korrekte Ergebnisse zu
erhalten.
Bringen sie die Membranstreifen auf Raumtemperatur bevor
sie das gelagerte Rohrchen 6ffnen.
Bringen sie die Reagenzien vor Gebrauch nicht auf
Raumtemperatur, diese miissen bei 4°C aufbewahrt werden.
Benutzen sie die Reagenzien nicht nach Ablauf des
Verfallsdatums.
Unvollstédndiges oder unwirksames Waschen ist der Grund von
Ungenauigkeiten und hohem Hintergrund.
Benutzen sie ausschlieRlich saubere Glassachen, frei von
Kontaminationen mit Metallionen oder oxidierenden Substanzen.
Benutzen sie destilliertes Wasser ( Aqua dest. ), welches in
sauberen Behaltern aufbewahrt wird.
Vermeiden sie Kontaminationen zwischen den Proben. Benutzen
sie fir jedes Reagenz und fir jede Probe eine neue
Einmalpipettenspitze.
Mit Mikroben verunreinigtes Serum oder Proben, die stark sichtbare
Partikel enthalten, sollten nicht benutzt werden.
Kontaminationen zwischen den Reagenzien oder Proben fiihren zu
falschen Ergebnissen. Benutzen sie frische Einmalpipettenspitzen
fur jedes Reagenz und jede Probe.
Wahrend der Lagerung oder der Inkubation darf das Substrat
keinem Licht ausgesetzt werden.
Befolgen sie exakt die Inkubationszeiten.
Eine Vielzahl von Faktoren beeinflussen die Assaydurchfiihrung.
Dies schlieRft die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des
Pipettierens ein, sowie den Gebrauch des Photometers und den
zeitlichen Ablauf wahrend der Assaydurchfiihrung.

Nur getrocknete Membranstreifen sollten evaluiert werden.

SAMMLUNG VON EINZELPROBEN

Es ist empfehlenswert Serum zu benutzen. Stark lipadmische und
hamolytische Proben missen verworfen werden. Die Proben kdénnen
einen Tag bei 2-8°C aufbewahrt werden, fiir einen langeren Zeitraum
ist es ratsam die Proben aliquotiert bei -20 °C einzufrieren.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben sollte vermieden
werden.

7. TESTVERLAUF

VORSICHT :

INKUBATIONEN MIT SERUM UND KONJUGAT MUSSEN BEI 4°C
DURCHGEFUHRT WERDEN:

Um Kondensation auf den Streifen vorzubeugen, o6ffnen sie die

Réhrchen mit  der

Membran erst, wenn die Streifen auf

Raumtemperatur sind.

Probe(n) und Kontrollvorverdiinnung : 1:101

Bereiten sie die Vorverdlinnungsréhrchen fiir Probe(n) und Kontrolle
Vor.

Geben sie 500 pl des Probenverdiinnungspuffers zu
Pipettieren sie 5 ul der Probe(n) und Kontrolle

Mischen sie die Réhrchen

Versuchsdurchfiihrung

Pipettieren sie 1ml der Probenverdiinnung, flllen sie jede Wanne,
die Streifen enthalt, und inkubieren sie 10 min bei 4°C auf einem
Wippschuittler.

Pipettieren sie 250 pl vorverdinnter Proben und Kontrolle und
fugen sie sie der spezifischen Wanne zu

Inkubieren sie 120 min bei 4°C auf einem Wippschiittler
Entfernen oder saugen sie die FlUssigkeit aus jeder Wanne ab

Waschen sie die Membranstreifen 3 mal je 5 min bei 4°C mit 1 ml
verdinnter Waschlésung

Entfernen oder saugen sie die Flissigkeit aus jeder Wanne ab

Flgen sie 750ul des Spezifischen Enzym Konjugats in die
Inkubationswanne hinzu

Inkubieren sie 60 min bei 4°C auf einem Wippschiittler
Entfernen oder saugen sie die Flissigkeit aus jeder Wanne ab

Waschen sie die Membranstreifen 3 mal je 5 min mit 1 ml
verdinnter Waschlésung

Waschen sie die Membranstreifen mit 1 ml deionisiertem Wasser
Entfernen oder saugen sie die Flissigkeit aus jeder Wanne ab

Figen sie 750yl der Chromogensubstratidsung in die

Inkubationswanne zu

Inkubieren sie 10 min. bei RT auf einem Wippschittleron
Entfernen oder saugen sie die Flissigkeit aus jeder Wanne ab
Stoppen sie die Reaktion mit 2 ml deionisiertem Wasser
Inkubieren sie 5 min bei Raumtemperatur auf einem Wippschdttler.
Entfernen sie die Streifen aus den Wannen

Lassen sie die Streifen 30 min an der Luft trocknen und lesen .

Fixieren sie die Teststreifen auf dem Evaluierungsprotokoll.

8. PIPETTIERSCHEMA
Inkubationswanne Kontrolle Probe(n)
Beschichteter Streifen 1 1
Probenverdinnung 1000 pl 1000 pl
- Inkubieren : 10 min bei 4°C auf einem Wippschttler
Vorverdiinnte Probe(n) - 250 pl
Vorverdiinnte 250 pl -
Positivkontrolle

- Inkubieren : 120 min bei 4°C auf einem Wippschdittler
- Absaugen und waschen : 3 x 1000 pl: 5 min bei 4°C

HRPO-Konjugat |

750 pl | 750 pl

- Inkubieren : 60 min bei 4°C auf einem Wippschiittler

- Absaugen und waschen : 3 x 1000 pl verdinnter

- Waschlésung: 5 min bei 4°C

- Absaugen und waschen : 1 x 1000 ul deionisiertem
Wasser : 5 min bei 4°C
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Inkubationswanne Kontrolle Probe(n)

Substratlésung 750 pl 750 pl

- Inkubieren : 10 min bei RT auf einem Wippschiittler
- Absaugen der Lésung

Deionisiertes Wasser | 2000 pl | 2000 i
- Inkubieren sie 5 min bei Raumtemperatur auf einem
Wippschdttler.

- Ander Luft trocknen
- Lesen nach 30 min

9. INTERPRETATION DER RESULTATE

ALPHADOTS Interpretation der Teststreifen

Die Interpretation der Resultate beruht auf der visuellen Untersuchung:

- Tritt keine Verfarbung der Membran auf (wobei die
Funktionskontrolle reagiert) muss dies als negatives Resultat
betrachtet werden.

- Das Auftreten eines oder verschiedener farbiger Punkte auf der
Membran (blaue Ablagerung verschiedener Intensitat als Reaktion)
muss als positives Resultat betrachtet werden (+/++/+++).

Die Intensitat der Dot-Reaktion ist direkt proportional zur Anzahl der im
Serum vorhandenen spezifischen Autoantikérper. Mit ansteigendem
Antikorperlevel steigt ebenso die Intensitat der Dots, jedoch kann die
visuelle Untersuchung alleine nicht die Unterschiede bzgl der Dot-
Intensitat erkennen wie dies bei einer Linearfunktion gegeben ist.

Die Intensitat der Reaktion kann wie folgt geschatzt werden:

Ein ausgepragter, blauer Dot ist deutlich zu
Positiv + [++/+++ | sehen; das Resultat sollte als positiv
interpretiert werden.

Schwach Der Dot ist undeutlich zu sehen; das Resultat
positive sollte als grenzwertig interpretiert werden.

+

Es ist kein Dot zu sehen. Das Resultat sollte

Negativ ) als negativ interpretiert werden.

Schwach positive Reaktion ()

Bei den meisten immunoserologischen Assays zeigen grenzwertige
oder Reaktionen von geringer Intensitat minimale Antikorperlevel an;
nur sehr hohe Antikorperlevel sind signifikant.

Bei der zuletzt angewandten Verdiinnung (1/510) zeigen einige Punkte
eine schwache Reaktion (), die schwierig zu interpretieren ist. Diese
Reaktionsweise wird deshalb als grenzwertig angesehen. Deshalb
raten wir in diesem Fall dazu, die Probe mittels einer niedrigeren
Verdinnung (z.B. als letzte Verdiinnung 1/250) zu reevaluieren, um
festzustellen, ob das Ergebnis positiv ist oder nicht.

Was jedoch fiir jede Dot-Blot-Technik gilt ist, dass leichte Variationen
der Farbungsintensitat entscheidend von mehreren Faktoren abhangig
sind (Inkubationen, T°...), was auch zwischen zwei unterschiedlichen
Testlaufen beobachtet werden kann: eine zuerst als schwach positiv
beobachtete Reaktion (t) , kann spater in einem anderen Testlauf als
negativ (-) angesehen werden.

Schwache Reaktionen koénnen entweder ein geringes Level von
Autoantikérpern oder unspezifische, kreuzreagierende Antikdrper, wie
sie in der durchschnittlichen Patientenpopulation auftreten (=
naturliche Autoantikérper 8), anzeigen. In jedem Fall sollten schwach
reagierende Autoantikdrper (z.B. niedrigerer Titer) dokumentiert und
mit Vorsicht interpretiert werden bis eine signifikante Anzahl normaler
Proben vergleichbare Reaktionen zeigt.

Qualitdtskontrolle

Jeder Testlauf muss die Positivkontrolle beinhalten.

Ein Nichtbeachten der Anforderungen der Qualitatskontrolle fihrt zur
Ungultigkeit des Assay.

Positivkontrolle: Beispiel der Resultate

[0} c
= o
ey 2 3
L c
28 S s
< = 5
oo %’ <
2 c
a
Sulfatide +
GQ1b -
GT1b [ ) ++
GT1a [ ) ++
GD3 [ ) +++
GD1b +
GD1a [ ) 4+
GM3 o +++
GM2 -
GM1 +
Funkt ktrl o +++

Positivkontrolle

- Beachten sie das dem Kit beiliegende Qualitatskontrollblatt zur
Interpretation des Resultats

- Die bei der Positivkontrolle beobachtete Reaktion kann von Charge
zu Charge differieren

- Abhéangig von den Inkubationsmodalitdten kénnen die Reaktionen
der Positivkontrolle entweder etwas heller oder dunkler ausfallen

- Die mit dem Kit mitgelieferte Positivkontrolle darf auf keinen Fall
als Cut-Off Wert zur Evaluierung der Proben angesehen werden

Funktionskontrolle

- Die Funktionskontrolle, die sich auf dem Boden jeder Membran
befindet, muss eine intensive Farbung zeigen (die Intensitdt des
Funktionskontrollpunkts muss nicht wie ein Kalibrator benutzt
werden)

- Die Funktionskontrolle stellt sicher, dass die im Kit verfligbaren
Reagenzien aktiv und der Assay sachgerecht durchgefiihrt werden
kann.

- Der Test muss als ungultig angesehen und wiederholt werden, wenn
der Funktionskontrollpunkt auf den Streifen nicht sichtbar ist.
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10. KREUZREAKTIONEN ’

Kommt ebenso

Struktur .
vor bei :

Eine endstandig freie
GM1 - Epitop | Galaktose gebunden 3 1- 3 an GD1b
N-acetyl - Galaktosamine

Eine endstandig freie N-acetyl
— Galaktosamine gebunden R

GM2 - Epitop 1-4 an Galaktose

Eine endstandige Galaktose
gebunden R 1-3 an Glukose
GM3 - Epitop und gebunden a 2-3 an einen
Sialinsaurerest

GD1a, GT1b

Eine zentrale Galaktose
gebunc}en a"2-3 an einen GM1, GM2, GT1a
Sialinsaurerest
GD1a - Epitope
Eine endstandige Galaktose
gebunden a 2-3 an einen
Sialinsdurerest

GT1b

Eine zentrale Galaktose
gebunden a 2-3an 2
Sialinsaurereste gebunden a
2,8

GD1b — Epitope GT1b, GQ1b

2 Sialinsaurereste gebunden
an eine endstandige
Galaktose

GT1a - Epitop

2 Sialinsaurereste gebunden
an eine endstandige GT1a
GQ1b - Epitope Galaktose
2 Sialinsaurereste gebunden GD1b
an eine innere Galaktose

11. FEHLERSUCHE

Unerwartete Farbentwicklungen :

- Einige Proben verursachen einen dunklen Hintergrund, eingefarbt
auf der Membrane. Diese unspezifischen Reaktionen miissen als
negativ interpretiert werden.

- Die nassen Streifen zeigen eine dunkle Hintergrundfarbung. Diese
Farbung verschwindet, wenn die Streifen vollig getrocknet sind. Nur
getrocknete (30 min) Streifen kénnen evaluiert werden.

- Inadaquate Inkubationszeit und -temperatur

- Unkontrollierte Wasserinhaltsstoffe

- Das Substrat oder das Flaschchen, das zur Herstellung des
Substrats benutzt wurde, ist mit aktiv oxidierenden Substanzen
kontaminiert.

Mangelnde Préazision

- Nicht homogene Probe nach dem Einfrieren

- Eintribung, Partikel oder ein zu hoher Lipidgehalt der Probe
- Ungleiche Volumina werden der Wanne hinzugefugt

- Inadaquate Eliminierung der Flissigkeit

- Kein komplettes Waschen

Belassen sie die Streifen nicht zum Trocknen in den Wannen. Legen
sie diese auf absorbierendes Papier.

12. GRENZEN DER DURCHFUHRUNG

- Alle ALPHADIA kits sind diagnostische Hilfen, jedoch nicht
geeignet als eigenstandiger Test zur Diagnosefindung. Die Daten
mussen in Verbindung mit klinischen Bewertungen und / oder
anderen Laborergebnissen interpretiert werden.

- Der kit sollte nicht nach dem Verfallsdatum, das auf dem Etikett
verzeichnet ist, verwendet werden.

- Die Anwendung muss bei 4°C durchgefuhrt werden. Eine
Modifikation dieser Temperatur induziert einen Verlust der
Sensibilitat .

ENGLISH

IMMUNODOT ASSAY FOR THE DETERMINATION OF
higG & higM OR hig (G+M) AUTOANTIBODIES
AGAINST GANGLIOSIDES IN HUMAN SERUM.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 Determinations
AD-GANGS24 24 Determinations

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

1. CLINICAL APPLICATIONS

Gangliosides

Gangliosides are sialic acid containing glycophingolipids composed of a
long-chain aliphatic amine (ceramide) attached between one and five
hexoses, at least one of which must be of sialylated. The presence of
sialic acid molecule(s) attached to galactose residue(s) in the hexose
core defines as glycophingolipid as a ganglioside (1).

Gangliosides are localized in the outer layer of plasma membranes and
are abundant in the myelin sheath of Schwann cells (peripheral nervous
system) and of oligodendrocytes (central nervous system) (2).

Neuropathy and anti-Glycoconjugate autoantibodies

The first clinical syndrome, in which anti-Glycoconjugate autoantibodies
were described was the IgM Paraproteinemic Neuropathy associated
with anti-MAG autoantibodies (1). Further studies revealed the
presence of Peripheral Neuropathy and anti-Glycolipid autoantibodies
such as anti-Ganglioside or anti-MAG in a large portion of peripheral
neuropathic conditions (for review: 2-6). Initial skepticism about the
significance of anti-Glycolipid autoantibodies was replaced by the
recognition that these autoantibodies can contribute directly to the
pathogenesis of Neuropathy.

GANGLIO Ab
PROFILE
SENSORY DEMYELINATING
SULFATIDES > POLYNEUROPATHY ( IgM )
GQ1b —> MILLER-FISHER SYNDROME (IgG)
GT1b —> CANOMAD (IgM)
GT1a — CERVICO-BRACHIAL GBS (IgG)
GD3 —> ATAXIC SENSORY NEUROPHATY
- ACUTE (IgG)
GD1b —> - CHRONIC (IgM)
GD1a —> MOTOR NEUROPATHY (IgM)
GM3 — CANOMAD (IgM)
GM2 — CIDP (IgG)
MULTIFOCAL MOTOR NEUROPATHY
GM1 —> (IgM)
AXONAL FORM OF GBS (AMAN) (IgG)
Funct Control

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The ALPHADIA Ganglioprofile kit provides a qualitative in-vitro assay
for human autoantibodies (IgG, IgM or Ig G+M) against ten specifics
Gangliosides: sulfatides, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b, GD1a,
GM3, GM2 and GM1.
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During the first incubation time, the specific auto-antibodies present in
diluted serum react with the dot ganglioside membrane strips. The
strips are then washed to remove unbound antibodies and other serum
compounds. In a second incubation time, an anti-human antibody
coupled with HRP is added to the tray channel and reacts with the
human IgG and IgM antibody immobilized on the membrane strips.
After a new washing step to remove the conjugate unbound, specific
antibodies are traced by incubation with substrate solution.

3. REAGENTS PROVIDED WITH THE KIT

1. Coated strips : 12 or 24 membrane strips coated with
ganglioside antigens. Keep unused membrane strips at 4°C,
protected from moisture with a dessicant bag.

2. Positive control : 1 microtube (30pl) of positive serum
Preservative : NaN; (<0.1%)

3. Enzyme conjugate : 1 or 2 vials (10 ml) of:

- anti-hlgG conjugated to horseradish peroxidase (HRPO), for
AD-GANG12

- anti-hlgM conjugated to horseradish peroxidase (HRPO), for
AD-GANG12

- anti-hlg (G+M) conjugated to horseradish peroxidase
(HRPO), for AD-GANGS12 and AD-GANGS24

Preservative : Neomycin. Ready for use.

4. Sample diluent : 1 or 2 vials (32,5 ml) of buffer. Preservative:
NaNj3 (<0.1%). Ready for use.

5. Wash buffer : 1 vial (40 ml) of phosphate buffer with detergent.
Preservative: Thimerosal (<0.1%). Take the vial content to 400 ml
(final volume) with distilled water. The diluted washing solution is
stable for 1 month at 4°C.

6. Substrate solution : 1 or 2 vials (10ml) of tetramethylbenzidine.
Ready for use.

7. Incubation tray : 1 or 2 x 12 channels

4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

— Adjustable, automatic micropipettes with disposable tips.
— Graduated cylinder.

— Aspiration pump.

— Distilled water.

— Rocking shaker.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS

In order to avoid personal and environmental contamination, the
following precautions must be observed:

- Use disposable gloves while handling potentially infectious material
and performing the assay.

- Do not pipette reagents by mouth.

- Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics during the assay.

- Chromogen should be handled with care. Avoid contact with skin,
eyes and mucous membranes. In case of accident rinse thoroughly
with running water.

- All material of human origin used for the preparation of this kit
tested negative for HBsAg, anti-HIV and anti-HCV. Since no test at
present can guarantee complete absence of these viruses, all
samples and reagents used for the assay must be considered
potentially infectious; therefore, the assay waste must be
decontaminated and disposed of, in accordance with established
safety procedures. Disposable ignitable material must be
incinerated; disposable non-ignitable material must be sterilized in
autoclave for at least 1 hour at 121°C.

- Liquid wastes must be added with sodium hypochlorite at a final
concentration of 3%. Let the hypochlorite act for at least 30
minutes. Liquid wastes containing acid must be neutralized with
appropriate amounts of base before treating with sodium
hypochlorite.

- Avoid splashing and aerosol formation; in case of spilling, wash
carefully with a 3% sodium hypochlorite solution and dispose of this
cleaning liquid as potentially infectious waste.

- Some reagents contain sodium azide as preservative; to prevent

build-up of explosive metal azides in lead and copper plumbing,
reagents should be discarded by flushing the drain with large
amounts of water.

In order to obtain reproducible results, the following rules must be
observed:

— Do not mix reagents from different lot numbers or from other
manufacturers

— Strict adherence to the specific time and temperature of incubations
is recommended for accurate results

— Allow to equilibrate the membrane strips to room temperature
before open the stored tube

— Do not allow the reagents to equilibrate to room temperature
before use, keep them at 4°C.

— Do not use reagents beyond their expiry date

— Incomplete or inefficient washing will cause poor precision and high
background

— Use thoroughly clean glassware, free from contamination of metal
ions or oxidating substances.

— Use distilled water, stored in clean containers.

— Avoid any contamination among samples; for this purpose,
disposable tips should be used for each sample and reagent.

— Microbially contaminated serum or specimens containing heavy,
visible particulate should not be used

— Cross contaminations of reagents or sample could cause false
results. Use a clean, fresh, disposable pipette tip for each reagent or
specimen manipulation

— Do not expose the substrate to light storage or incubation

— Follow exact incubation times.

— A variety of factors influence the assay performance. These include
the accuracy and reproducibility of pipetting technique, timing bias
during the assay

— Only dried membrane strip should be evaluated

6. SPECIMEN COLLECTION

It is recommended to use serum. Highly lipemic or hemolyzed samples
must be discarded. Keep samples at 2-8°C for 1 day; for longer periods
it is advisable to freeze samples in aliquots at -20°C. Repeated freezing
and thawing of samples should be avoided.

7. ASSAY PROCEDURE
ATTENTION :

INCUBATIONS WITH SERUM AND CONJUGATE MUST BE
PERFORMED AT 4°C.

To prevent condensation on the strips, open the tubes containing the
membrane when the strips have reached the room temperature.

Sample(s) and control predilution : 1:101

- Allocate predilution tubes to sample(s) and control
- Add 500 pl of sample diluent

- Pipette 5 pl of sample(s) and control

- Mix the tubes

Procedure

- Pipette 1 ml of sample diluent, fill each channel containing strips and
incubate 10 min at 4°C on a rocking shaker

- Pipette 250 pl of prediluted sample and control and add them to the
specific channel

- Incubate for 120 minutes at 4°C on a rocking shaker
- Eliminate or aspirate the liquid form from each channel

- Wash the membrane strips 3 times for 5min. at 4°C with 1ml of
diluted washing solution

- Eliminate or aspirate the liquid form from each channel
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- Add 750pl of Specific Enzyme Conjugate into the incubation tray.

- Incubate for 60 minutes at 4°C on a rocking shaker
- Eliminate or aspirate the liquid form from each channel

- Wash the membrane strips 3 times for 5min. with 1ml of diluted
washing solution

- Wash the membrane strips 1 time with 1ml of deionised water
- Eliminate or aspirate the liquid form from each channel

- Add 750ul of substrate-chromogen solution into incubation tray

- Incubate for 10 min. at RT on a rocking shaker

- Eliminate or aspirate the liquid form from each channel
- Stop the reaction with 2ml of deionised water

- Incubate for 5 min. at RT on a rocking shaker

- Remove the strips from the channels.

- Let them air dry for 30 min and read.

- Fix the test strips to the evaluation protocol.

8. ASSAY SCHEME

Incubation tray channel Control Sample(s)
Coated strip 1 1
Sample diluent 1000 pl 1000 pl

- Incubate : 10 min at 4°C on a rocking shaker
Prediluted sample(s) - 250 pl
Prediluted positive control 250 pl -

- Incubate : 120 min at 4°C on a rocking shaker
- Aspirate and wash : 3 x 1000 pl: 5 min at 4°C

HRPO conjugate | 750 pl | 750 pl

- Incubate : 60 min at 4°C on a rocking shaker
- Aspirate and wash : 3 x 1000 pl of washing solution

:5min at4°C
- Aspirate and wash : 1 X 1000 pl of deionised water : 5
min at 4°C
Substrate solution | 750 pl | 750 pl

- Incubate : 10 min at RT on a rocking shaker
- Aspirate the solution

Desionised water | 2000 pl | 2000 pl
- Incubate : 5 min at RT on a rocking shaker
- Airdry

- Read after 30 min.

9. INTERPRETATION OF RESULTS

ALPHADOTS strip interpretation

The interpretation of the results consists in a visual examination:

- Any absence of membrane colouring (whereas functional control is
reacting) must be considered as a negative result

- Appearance on the membrane of one or several coloured spots
(blue deposit with various intensity responses) must be considered
as a positive result (+/++/+++).

The intensity of the dot reaction is directly proportional to the amount
of specific autoantibodies present in the serum. As antibody levels
increase, the dot intensity will also increase, however visual
examination alone cannot discern differences between dot intensity
that relates as a linear function.

The intensity of the reaction can be appreciated as follows:

A blue coloured distinct dot is easily
Positive + [++/+++ | seen; the result should be interpreted as
positive

The dot is not easily seen; the result
should be interpreted as borderline

+

Weakly positive

No dot is seen; the result should be

Negative - interpreted as negative

Weakly positive reaction (+)

With most immunoserology assays, borderline or low intensity reactions
indicate minimal antibody levels, only the very high levels in antibodies
are significant.

At the final dilution of use (1/510), some spots showing a weak reaction
(%) could be difficult to interprete .

This kind of reaction will have thus to be considered as borderline: in
this case we advise to re-evaluate the sample at lower dilution (for
example final dilution: 1/250) in order to confirm or not its positivity.

However as for any dot blot technique, slight variations of colouring
intensities depending on several contributing factors (incubations, T°...)
can be observed between different runs : a weakly positive reaction (+)
observed at first , may be observed later as negative (-) in another run
assay.

Weak reactions may either indicate low-level autoantibodies or non-
specific cross-reacting antibodies, which are found in the normal patient
population (= natural auto antibodies 8). In either case, weakly reactive
auto antibody (i.e. lower titer) may be reported and should be
interpreted with caution since a significant number of normal specimens
will have similar reactions.

Quality control

The positive control must be included in each run.
Failure to meet the quality control requirements invalidates the assay.

Positive control: example of result
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Sulfatides +
GQ1b -
GT1b [ ) ++
GT1a [ ) ++
GD3 [ ) +++
GD1b +
GD1a ([ ) +++
GM3 o +++
GM2 -
GM1 +
Funct Ctl L +++
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Positive control

- For the interpretation of the result, please refer to the Quality Control
sheet included in the kit

- The response observed for positive control can differ from batch to
batch

- Positive control reactions may be either slightly darker or lighter
depending on incubations conditions.

- Positive control provided with the kit cannot, in any case,
regarded as a cut-off evaluation of the samples

Functional control
- Functional control present on the bottom of each membrane must
show an intense colouring (the intensity of the functional control dot

must not be used as a calibrator)

- Functional control assures that the reagents available in the kit are
active and that the assay has been performed properly.

- The test should be considered invalid and repeated if the functional
control dot is not visible on the strips.

10. CROSS REACTIONS ’

Structure Also present on:

A terminal free galactose
GM1 — Epitope linked R 1- 3 to N-acetyl - GD1b
galactosamine

A terminal free N-acetyl —
galactosamine linked 3 1-4 to

GM2 - Epitope galactose
A terminal galactose linked 3
GM3 - Epitope 1-3 to glucose and linked a 2-3 GD1a, GT1b

to a sialic acid residue

A central galgct_ose Ii_nked a 2- GM1, GM2, GT1a
3 to a sialic residue

GD1a - Epitopes
A terminal galactose linked a

2-3 to a sialic acid residue GT1b

A central galactose linked a 2-
GD1b — Epitopes 3 to 2 sialic acid residues GT1b, GQ1b
linked a 2,8

2 sialic acid residues linked to

GT1a - Epitope the terminal galactose

2 sialic acid residues linked to

. GT1a
the terminal galactose
GQ1b - Epitopes
2 sialic acid residues linked to

the internal galactose GD1b

11. TROUBLE SHOOTING

Unexpected colour development :

- Some sample might give a dark background staining of the
membrane. These unspecific reactions have to interpreted as
negative

- The wet strips show a dark background colour. This colour
vanishes after the strips have dried completely. Only dried strips
(30 min) should be evaluated

- Inadequate incubation time and temperature

- Uncontrolled water ingredients

- Substrate or vial used to prepare substrate is contaminated with
oxidative active substances

Poor precision :

non-homogeneous sample after freezing

turbidity, particles or high lipid content of the sample
unequal volumes added to the channel

inadequate elimination of fluids

washing was incomplete

Don’t leave the strips in the channels for drying. Put them on an
absorbent tissue.

12. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

All ALPHADIA kits are a diagnostic aid and by themselves are not
diagnostic. The data must be interpreted in conjunction with the
clinical evaluation or/and other laboratory findings.

The kit should not be used beyond the expiration date on the kit
label.

The procedure must be carry out at 4°C. A modification of this
temperature induce a loss of sensibility of the dosage.
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ESPANOL

ANALISIS INMUNODOT PARA LA DETERMINACION
DE AUTOANTICUERPOS higG y higM O hig (G+M)
CONTRA GANGLIOSIDOS EN SUERO HUMANO.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 determinaciones
AD-GANGS24 24 determinaciones

SOLO PARA EL USO EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

1. APLICACIONES CLINICAS
Gangliésidos

Los gangliésidos consisten en glicoesfingolipidos que contienen acido

sialico, compuestos de una amina alifatica de cadena larga (ceramida)
enlazada entre una y cinco hexosas, al menos una de las cuales debe
ser sialilada. La presencia de molécula(s) de acido sidlico enlazadas a
residuo(s) de galactosa en el nicleo de hexosa define un
glicoesfingolipido como gangliésido (1).

Los gangliésidos se situan en la capa exterior de las membranas
plasmaticas y abundan en la vaina mielinica de las células de
Schwann (sistema nervioso periférico) y de los oligodendrocitos
(sistema nervioso central) (2).

Neuropatia y autoanticuerpos antiglicoconjugado

El primer sindrome clinico en el que se describieron autoanticuerpos
antiglicoconjugado fue la neuropatia paraproteinémica asociada con
autoanticuerpos anti-MAG (1). Estudios posteriores revelaron la
presencia, en casos de neuropatia periférica, de autoanticuerpos
antiglucolépidos tales como antigangliésidos o anti-MAG. 2-6). El
escepticismo inicial acerca de la significacion de los autoanticuerpos
antiglucolipidos dio paso al reconocimiento de que estos
autoanticuerpos pueden contribuir directamente a la patogénesis de la
neuropatia.

GANGLIO Ab
PROFILE
i POLINEUROPATIA SENSORIAL
SULFATIDOS > DESMIELINIZANTE (IgM)
GQ1b —> SINDROME DE MILLER-FISHER (IgG)
GT1b —> CANOMAD (IgM)
GT1a —p SGB CERVICO-BRAQUIAL (IgG)
GD3 —> NEUROPATIA SENSORIAL ATAXICA
- AGUDA (IgG)
GD1b —> - CRONICA (IgM)
GD1a —> NEUROPATIA MOTRIZ (IgM)
GM3 —> CANOMAD (IgM)
GM2 —>» CIDP:_PoIineuro_patl’a} d_esmielinizante
inflamatoria crénica (IgG)
NEUROPATIA MOTRIZ MULTIFOCAL
GM1 —> (IgM)
FORMA AXONAL DE SGB (AMAN (IgG)
Control
funcional

2. PRINCIPIO DEL ANALISIS

El kit Ganglioprofile ALPHADIA proporciona un andlisis in vitro
cualitativo de autoanticuerpos (IgG, IgM o Ig G+M) frente a diez
ganglidésidos especificos: sulfatidos, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b,
GD1a, GM3, GM2 y GM1.

Durante el primer periodo de incubacion, los autoanticuerpos
especificos presentes en el suero diluido reaccionan con las tiras
(filtros) de membrana de gangliésidos. Las tiras de filtro se lavan
después para eliminar los anticuerpos no enlazados y otros
compuestos del suero. En un segundo periodo de incubacién, un
anticuerpo antihumano combinado con HRP se afiade al canal de la
bandeja y reacciona con el anticuerpo humano IgG e IgM inmovilizados
en las tiras de filtro de membrana. Después de una nueva etapa de
lavado para eliminar el conjugado no unido, se marcan anticuerpos
especificos por incubacion con solucién de sustrato.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL KIT

1. Tiras de filtro recubiertas: 12 6 24 tiras de filtro de membrana
recubiertas con antigenos de gangliésidos. Mantenga las tiras de
filtro de membrana no utilizadas a 4°C; protéjalas de la humedad
con una bolsa secante.

2. Control positivo: 1 microtubo (30 pl) de suero positivo
Conservante: NaN3 (<0,1%).

3. Conjugado enzimatico: 1 6 2 viales (10 ml) de:

- conjugado anti-hlgG con peroxidasa de rabano (HRPO), para
AD-GANG12

- conjugado anti-hlgM con peroxidasa de rabano (HRPO), para
AD-GANG12

- anti-hlg (G+M) conjugado con peroxidasa de rabano
(HRPO), para AD-GANGS12 y AD-GANGS24

Conservante: Neomicina. Listo para el uso

4. Diluente de muestra: 1 6 2 viales (32,5 ml) de tampon.
Conservante: NaN3 (<0,1%). Listo para el uso

5. Tampoén de lavado. 1 vial (40 ml) de tampdn fosfato con
detergente. Conservante: Timerosal (<0,1%). Afada agua
destilada al contenido del vial hasta alcanzar 400 ml (volumen
final). La solucion de lavado diluida se mantiene estable durante 1
mes a 4°C.

6. Solucién de sustrato: 1 6 2 viales (10 ml) de tetrametilbencidina.
Lista para el uso.

7. Bandeja de incubacion: 1 6 2 x 12 canales

4. MATERIAL NECESARIO NO SUMINISTRADO

— Micropipetas automaticas ajustables con puntas desechables.
— Cilindro graduado.

— Bomba de aspiracion

— Agua destilada.

— Agitador basculante.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para evitar contaminacion personal y ambiental, deberan
observarse las siguientes precauciones

— Utilice guantes desechables para manipular material
potencialmente infeccioso y realizar el analisis.

— No pipetee reactivos con la boca.

— Durante el analisis no fume, coma ni beba. Tampoco debe
aplicarse ningin cosmético.

— El cromégeno deben manipularse con precaucion. Evite el
contacto con la piel, los ojos y las membranas mucosas. En caso de
accidente, aclare abundantemente con agua corriente.

— Todos los materiales de origen humano utilizados para la
preparacion de este kit deben haber sido sometidos a andlisis de
HBsAg, anti-VIH y anti-HCV, con resultados negativos. Dado que
actualmente ninguna prueba puede garantizar la total ausencia de
estos virus, todos los reactivos y las muestras utilizados para el
analisis deben ser considerados como potencialmente infecciosos;
por lo tanto, los desechos de los andlisis deben ser
descontaminados y eliminados con arreglo a los procedimientos de
seguridad establecidos. El material desechable que sea inflamable
debe ser incinerado; el material desechable no inflamable debe ser
esterilizado en autoclave, al menos durante 1 hora a 121°C.
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A los desechos liquidos debe afiadirse hipoclorito sédico en una
concentracion final al 3%. Deje que el hipoclorito actie durante 30
minutos, como minimo. Los desechos liquidos que contengan
acido deben ser neutralizados con cantidades de base apropiadas
antes del tratamiento con hipoclorito sédico.

Evite salpicaduras y la formacion de aerosol; en caso de
salpicaduras, lave cuidadosamente con una solucién de hipoclorito
sédico al 3% de sodio y deseche este liquido resultante de la
limpieza como residuo potencialmente infeccioso.

Algunos reactivos contienen azida de sodio como conservante;
para evitar la acumulacion de azidas metdlicas explosivas en
caferias de plomo y cobre, los reactivos deben desecharse por los
desaguies correspondientes con grandes cantidades de agua.

Para conseguir resultados reproducibles, deberan observarse las
siguientes normas:

6.

No mezcle reactivos de lotes con numeros distintos ni de otros
fabricantes.

Se recomienda respetar rigurosamente los tiempos y temperaturas
especificos para las incubaciones con objeto de obtener resultados
precisos.

Deje que las tiras de filtro de membrana alcancen Ila
temperatura ambiente antes de abrir el tubo almacenado.

No deje los reactivos a temperatura ambiente antes de
utilizarlos; manténgalos a 4°C.

No utilice reactivos después de que se haya cumplido su fecha de
caducidad.

Un lavado incompleto o poco eficaz ird en detrimento de la
precision y redundara en un alto nivel de distorsiéon de fondo.
Utilice material de vidrio totalmente limpio, sin ningun tipo de
contaminacion de iones metalicos o sustancias oxidantes.

Utilice agua destilada, almacenada en recipientes limpios.

Evite que se produzca cualquier contaminacion entre muestras;
para ello, deberan utilizarse puntas desechables para cada
muestra y reactivo

No debe utilizarse suero con contaminacion microbiana ni
muestras que contengan particulas visibles.

La contaminacion entre reactivos o muestras puede provocar
resultados falsos. Utilice una punta de pipeta desechable nueva y
limpia para cada manipulacién de reactivo o muestra.

No exponga el sustrato a una incubacion ni a un almacenamiento
con luz.

Respete rigurosamente los tiempos de incubacion.

En el resultado del analisis influyen diversos factores. Entre ellos
se incluyen la precision y reproducibilidad de la técnica de pipeteo,
el fotémetro utilizado y la desviacién de la sincronizacion durante el
analisis.

Sélo deben evaluarse las tiras de filtro de membrana secas.

RECOGIDA DE MUESTRAS

Se recomienda utilizar suero. Deberan descartarse las muestras
demasiado lipémicas o hemolizadas. Mantenga las muestras a 2-8°C
durante 1 dia; para periodos mas largos se recomienda congelar las

muestras en porciones alicuotas a

-20°C. Debe evitarse la

congelacién y descongelacion repetida de las muestras.

7.

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

ATENCION :

LAS INCUBACIONES CON SUERO Y CONJUGADO DEBEN
REALIZARSE A 4°C.

Para evitar que se produzca condensacion en las tiras de filtro, abra
los tubos que contienen la membrana cuando las tiras de filtro hayan
alcanzado la temperatura ambiente.

Predilucién de control y muestra(s): 1:101

Asigne los tubos de predilucion a la(s) muestras y al control.
Afada 500 pl de diluente de muestra.
Pipetee 5 pl de muestra(s) y control.

Mezcle el contenido de los tubos.

Procedimiento

Pipetee 1 ml de diluente de muestra, llene todos los canales que
contengan tiras de filtro e incube durante 10 minutos a 4°C en un
agitador basculante.

Pipetee 250 pl de predilucion de muestra y control y afadalos al
canal especifico.

Incube durante 120 minutos a 4°C en un agitador basculante.
Elimine o aspire la forma liquida de cada canal.

Lave las tiras de filtro de membrana 3 veces durante 5 minutos a
4°C con 1 ml de solucién de lavado diluida.

Elimine o aspire la forma liquida de cada canal.

Anada 750ul de conjugado enzimatico especifico en la bandeja de
incubacion.

Incube durante 60 minutos a 4°C en un agitador basculante.
Elimine o aspire la forma liquida de cada canal.

Lave las tiras de filtro de membrana 3 veces durante 5 minutos con
1 ml de solucion de lavado diluida.

Lave las tiras de filtro de membrana 1 vez con 1 ml de agua
desionizada.

Elimine o aspire la forma liquida de cada canal.

Anada 750 pl de solucion de sustrato-cromoégeno en la bandeja de
incubacion.

Incube durante 10 minutos a temperatura ambiente en un agitador
basculante.

Elimine o aspire la forma liquida de cada canal.
Detenga la reaccion con 2 ml de agua desionizada.

Incube durante 5 minutos a temperatura ambiente en un agitador
basculante.

Quite las tiras de los canales.
Déjelas secar con aire durante 30 minutos y efectue la lectura.

Fije las tiras de ensayo al protocolo de evaluacion.

8. ESQUEMA DEL ANALISIS
Cana_l de ban_(!eja de Control Muestra(s)
incubacion
Tira de filtro recubierta 1 1
Diluente de muestra 1.000 pl 1.000 pl
- Incubar: 10 minutos a 4°C en un agitador basculante.

Muestra(s) prediluida(s) - 250 pl
Control positivo prediluido 250 pl -

- Incubar: 120 minutos a 4°C en un agitador basculante.
- Aspirarylavar: 3 x 1.000 pl: 5 minutos a 4°C

Conjugado HRPO |

750 pl | 750 pl

- Incubar: 60 minutos a 4°C en un agitador basculante.

- Aspirary lavar: 3 x 1.000 pl de solucion de lavado
diluida: 5 minutos a 4°C

- Aspirarylavar: 1 x 1.000 ul de agua desionizada: 5
minutos a 4°C

Solucion de sustrato

750 pl | 750 pl

- Incubar: 10 minutos a temperatura ambiente en un
agitador basculante.
- Aspirar la solucion.

Agua desionizada |

2.000 pl [ 2.000 pl

- Incubar: 5 minutos a temperatura ambiente en un
agitador basculante

- Secar con aire.

- Efectuar la lectura (después de 30 minutos).
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9. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Interpretacién de la tira ALPHADOTS

La interpretacion de los resultados consiste en un examen visual:

- Toda ausencia de color de la membrana (mientras que el control
funcional si reacciona) debe considerarse como resultado negativo.

- La apariciéon en la membrana de una o varias manchas coloreadas
(depdsito azul con respuestas de diferente intensidad) debe
considerarse como resultado positivo (+/++/+++).

La intensidad de la reaccion de las manchas es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en el suero. A
medida que aumenta la concentracién de anticuerpos, la intensidad de
la mancha también aumentara, aunque el simple examen visual no
puede establecer diferencias en la intensidad de la mancha siguiendo
una funcion lineal.

La intensidad de la reaccién puede apreciarse como sigue:

Se aprecia claramente una mancha
Positiva + [++[+++ de color azul; el resultado debe
considerarse positivo.
Débilmente + La mancha no se ve facilmente; el
positiva - resultado debe considerarse dudoso.
. No se observa ninguna mancha; el
Negativa - ; !
resultado debe considerarse negativo.

Reaccidn débilmente positiva (+)

En la mayoria de ensayos de inmunoserologia, las reacciones
dudosas o de intensidad leve indican concentraciones minimas de
anticuerpos, y solamente son significativos las concentraciones muy
altas de anticuerpos.

En la dilucién final del uso (1/510), puede ser dificil de interpretar
algunas manchas que muestran una reaccién débil ().

Este tipo de reaccion debera considerarse dudosa. En este caso,
recomendamos volver a evaluar la muestra a menor diluciéon (por
ejemplo, una dilucién final de 1/250) para confirmar su positividad o
no.

Sin embargo, al igual que con cualquier otra técnica de manchas, se
pueden observar variaciones leves en la intensidad de la coloracion
entre las diferentes pruebas efectuadas, dependiendo de diferentes
factores (incubaciones, temperatura, etc.); una reaccién positiva débil
() observada primero puede luego apreciarse como negativa (-) en
otra ejecucion de esa prueba.

Las reacciones débiles pueden indicar una concentracion baja de
anticuerpos o una reaccién cruzada a anticuerpos no especificos, que
se encuentran en la poblacion normal de pacientes (=
autoanticuerpos naturalesa). En ambos casos, puede observarse un
autoanticuerpo débilmente reactivo (es decir, titulo bajo), que debera
interpretarse con precaucion puesto que un numero significativo de
muestras normales tendra reacciones similares.

Control de calidad
El control positivo debe incluirse en cada ejecucién de la prueba.
El no cumplimiento de los requisitos de control de calidad invalida el

ensayo.

Control positivo: ejemplo de resultado

g i 8
% 6 o o
< 3 =
oo = ]
c c
S c
O
Sulfatidos +
GQ1b
GT1b [ ) ++
GT1a [ ) ++
GD3 o +++
GD1b +
GD1a [ ] 4+
GM3 [ ) +++
GM2 -
GM1 +
Funct Ctl L +++

Control Positivo

- Para la interpretacion del resultado, consulte la hoja de Control de
calidad incluida en el kit.

- La respuesta observada para el control positivo puede diferir entre
lotes.

- Las reacciones de control positivas pueden ser ligeramente mas
oscuras o claras segun las condiciones de incubacién.

- El control positivo suministrado con el kit no puede, bajo
ninguna circunstancia, considerarse como una evaluacion de
corte de las muestras.

Control funcional
- El control funcional presente en el fondo de cada membrana debe
mostrar una coloracién intensa (la intensidad de la mancha de

control funcional no debe utilizarse como calibrador).

- El control funcional garantiza que los reactivos disponibles en al kit
son activos y que el ensayo se ha efectuado adecuadamente.

- La pruebe debe considerarse no valida y debera repetirse si la
mancha de control funcional no es visible en las tiras.
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10. REACIONES CRUZADAS ’

También
Estructura
presente en:
Galactosa terminal libre con
GM1 — Epitope enlace 3 1- 3 a N-acetil — GD1b
galactosamina
N-acetil-galactosamina
GM2 — Epitope terminal libre con enlace R 1-4
a galactosa
Galactosa terminal con enlace
GM3 — Epitope | ~ 1-3a@glucosayenlace a2-3 | oy gy
a un residuo de acido sialico.
Galactosa centrgl con_e'r_ﬂace GM1, GM2,
a 2-3 a un residuo sialico
GT1a
GD1a - Epitopes Galactosa terminal con enlace
a2-3aun r§§!duo de acido GT1b
sialico
Galactosa central con enlace
GD1b — Epitopes a 2-3 a 2 residuos de acido GT1b, GQ1b
sialico con enlace a 2,8
GT1a — Epitope 2 residuos de acido sialico con
enlace a la galactosa terminal
2 residuos de acido sialico con
. GT1a
enlace a la galactosa terminal
GQ1b - Epitopes
2 residuos de acido sialico con
) GD1b
enlace a la galactosa interna

11. SOLUCION DE PROBLEMAS

Evolucién inesperada del color:

- Algunas muestras podrian presentar una coloracion oscura de
fondo en la membrana. Estas reacciones inespecificas deben
interpretarse como negativas.

- Las tiras de filtro humedas presentan un color de fondo oscuro.
Este color se desvanece cuando las tiras estan totalmente secas.
Solo deben evaluarse las tiras de filtro secas (30 minutos).

- Tiempo y temperatura de incubacién inadecuados.

- Ingredientes no controlados en el agua.

- El sustrato o el vial utilizado para preparar sustrato esta
contaminado con sustancias activas oxidativas.

Precisién escasa:

- Muestra no homogénea después de la congelacion.

- Turbidez, presencia de particulas o alto contenido de lipidos en la
muestra.

- Los volumenes afadidos al canal son desiguales.

- Eliminacién de fluidos inadecuada.

- Lavado incompleto.

No deje secar las tiras en los canales. Coloquelas en un algodén
hidrdfilo.

12. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Todos los kits ALPHADIA constituyen una ayuda para el
diagnéstico, no un diagndstico por si solo. Los datos deben ser
interpretados conjuntamente con la evaluacion clinica y otros
resultados de laboratorio.

- El kit no debe utilizarse después de la fecha de caducidad que
figura en la etiqueta.

- El procedimiento debe realizarse a 4°C. Cualquier modificacion de
esta temperatura provocara una pérdida de sensibilidad de la
dosificacion.

EAAHNIKA

ANOZOIMPOZAIOPIZMOZ TYNOY DOT TIA TON
MPOZAIOPIZMO AYTOANTIZQMATQN higG & higM
‘H hlg (G+M) ENANTI TAITAIOZIAQN ZE
ANOPQIINO OPO.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 rpocdiopiouoi
AD-GANGS24 24 1Tpocdiopicoi

MONO I'lA AIATNQ2TIKH XPHZH IN VITRO

1. KAINIKEZ EQAPMOTIEZ
FayyAlocideg

O1 yayyAiooideg gival olaAikd o&U TTou TTEpIEXEl YAUKOG@IYYOANITTIDIa, Ta
oTroia amoteAoUvTal ammd pIa OAEIPATIKY) apivn PeEYAANG aAugidag
(kepapidio) ouvdedepévn Pe pia £wg TTEVTE £60CEG, TOUAAXIOTOV Hia aTTd
TIG oTroieg TPETTel va gival alahikwpéves. H Tmapouaia popiou/popiwv
Ol0AIKOU  0&éog  ouvdedepévwy 0 UTTOAElYPa/oe  UTTOAEippaTa
YaAaKTOdNG oToVv TTuprva TngG €€6¢NG opilel To YAUKOOQIYYOAITTiIdI0 WG
yayyAioaion (1).

Or1 yayyAhiogoideg evrtomifovial oTnv e§wTepikh OTIRAdA  pePBpavwv
TTAdopaTog Kal UTTdpYouv o€ peydAn TToodéTnTa abundant oTtov upéva
MUgAivng Twv KuTTdpwv Schwann (TTepipepikd veupikd olOTNUA) Kai
TWV OAIlYOOEVOPOKUTTAPWY (KEVTPIKO VEUPIKO aUOTNUA) (2).

NeupotrdBeia Kal aUTOAVTICWHATA aVTI-yYAUKOGUEUYHATOG

To TpwTo KAIVIKG OUVOPOUO, OTO OTI0I0  TTEPIYPAPNKAV  TA
auToavTICWHATA avTl-yAukoouZelyuaTog ATav n IgM
TTOPATTPWTEIVAIPIKA VEQPOTTAOEIO TTOU OXETICETAI JE TO AUTOAVTICWHATA
avt-MAG  (1). Mepairépw  peAéTeg  amekGAuwav  Tnv  TTapoudia
TTEPIPEPIKAG VEUPOTTABEIAG KAl QUTOAVTICWHATWY avTI-YAUKOAITTIOIWV
OTTwg avTi-yayyAlooidwv f avti-MAG o€ peydAn avaloyia TePITTTWOEWY
TIEPIPEPIKAG VEUPOTTABEIaG (yia TrepaITépw HEAETN: 2-6). O apxIKOG
OKETITIKIOMOG OXETIKA ME TN ONUAVTIKOTNTO TWV OVTI-YAUKONITTIOIKWV
QUTOAVTICWHATWY UTTOXWPENOE PTTPOCTA OTn dIaTioTwon OTI autd Ta
auToavTIoCWHATA  PTTOPOUV  va  OUVEICQEPOUV  aTTeuBeiog  oTnv
TTaBoyévean TnNG veupoTTdbeiag.

FArTAIO-
MPO®IA Ab

AIZOHTHPIAKH AMOMYEAINQTIKH
ZOYAPATIAIA > MOAYNEYPOIAGEIA (IgM)
GQ1b —» | ZYNAPOMO MILLER-FISHER (IgG)
GT1b —» | CANOMAD (IgM)
GT1a —» | AYXENO-BPAXIONIKH GBS (IgG)
GD3 —p | ATAZIAKH AIZOHTHPIAKH

NEYPOMAGEIA

- OZEIA(IgG
GD1b —> (IgG)
- XPONIA (IgM)

GD1a —P» | KINHTIKH NEYPOMAGEIA (IgM)
GM3 —» | CANOMAD (IgM)
GM2 —» | CIDP (IgG)

MOAYESZTIAKH KINHTIKH
GM1 — | NEYPOMAGEIA (IgM)

A=ONIKH MOP®H GBS (AMAN) (IgG)
‘EAeyxog
A&IToupyIlV

ALPHADOTS Ganglio Profile / 006 / 07-05



2. BAZIKH APXH TOY MNMPOZAIOPIZMOY

To kit yayyAiotrpo®iA ALPHADIA tTapéxel €vav TToIoTIKO TTpoCdIopITHO
in-vitro yia avBpwiva avricwpara (IgG, IgM n Ig G+M) évavti déka
OUYKEKPIPEVWY  yayyAiooidwv: ZouAgaTmidiwv, GQ1b, GT1b, GT1a,
GD3, GD1b, GD1a, GM3, GM2 ka1 GM1.

Kard 1n OJidpkela Tou TIPWTOU XPOVOU €TTWOONG, Ta  €I0IKA
AUTOAVTICWHUATA TTOU Eival TTAPOVTA OTOV APAIWHEVO OPO AVTIOPOUV UE
TIG O€IPEG KOUKKIOWYV PEPBPAVNG yayyAIOOISiwv. 2Tn CUVEXEIQ OI OEIPEG
utroBdAAovTal ge TTAUCON yia va OTTOMOKPUVBOUV Ta pn OeoueUpéva
AVTIOCWHATO KAl GAAEG EVWOEIG TOU opoU. e éva OeUTEPO XPOVO
ETTWAONG, TIPOCTIOETAI OTO KAVvAAl Tou BioKou éva avTl-avOpwITivo
avtiowya ouleuypévo pe HRP, 1o otroio avmidpd pe 10 avBpwTmivo
avriowpa IgG kar IgM TTou £xe1 akivnToTToINGEl OTIG OEIPEG HEUPBPAVNG.
MeTd amré éva véo BApa EKTTAUCNG yia va a@aipedei To un deoPEUPEVO
oUCeuypa, AapBaver xwpa 1xvneETnon Twv €I0IKWY aVTIOWHATWY PEoW
ETTWAONG PE SIGAUPA UTTOOTPWHATOG.

3. ANTIAPAZTHPIA NMOY NAPEXONTAI ME TO KIT

1. EmoTpwuéveg oeipég: 12 N 24 oeipég peUPpavng ETTIOTPWUEVES
ye avriyéva yayyAiooidwv. Or pn  XPNOIMOTIOINUEVEG OEIPEG
uepBpAvng  va QUAdooovTal oe  Bepuokpacia  4°C,
TIPOOTATEUPEVEG  aTTd TNV uypacia PE  éva  OAKOUAGKI
atmoénpavTikou TrapdyovTa.

2. OeTik6g 0poOg eAéyxou: 1 pikpoowAnvapio (30ul) BeTikol opol
>uvtnpnTikd: NaN; (<0,1%)

3. AvnidpaoTtipio ouleuypévo pe €viupo: 1 1 2 giaAidia (10 ml)

HE:

- avTi-hlgG guleuypévn pe pagavidiki utrepogeiddon (HRPO),
yia 1o AD-GANG12

- avti-higM culeuypévn pe paavidikr utrepoeiddon (HRPO),
yia 10 AD-GANG12

- avti-hlg (G+M) ouleuypévn pe pa@avidikr uTTEPOEEIBATN
(HRPO), yia Ta AD-GANGS12 kai AD-GANGS24

2uvtnpnTikG: Neopukivn. ‘EToiyo yia xprion.

4. ApaiwTiké derypdtwv: 1 1 2 @iaAidia (32,5 ml) puBuioTikol
SioAUpaTog. XuvtnpenTiké: NaN; (<0,1%). ‘ETtoiyo yia xprion.

5.  PuBupioTiké SidAupa mAUong: 1 @iaAidio (40 ml) puBuioTikoU
OIOAUPOTOG  QWOPOPIKWY  HUE  OTTOPPUTTAVTIKO.  ZUVTNPNTIKO:
Thimerosal (<0,1%). ApalWOTE TO TTEPIEXOMEVO TOU PIAAIBIOU E
atmooTaypévo vepo péxpl Ta 400 mi (TEAIKOG Oykog). To apaiwpévo
d1dAupa TTAUCONG TTapapével oTaBepod €T 1 prjva atoug 4° C.

6. AidAupa utrooTpwpaTog: 1 A 2 @iaAidia (10ml)
TeTpapeBuAoBevidivng. ‘EToipo yia xprion.

7. Aiokog emwaong: 1 4 2 x 12 kavaAiwv

4.YANIKA NoOYy
NMAPEXONTAI

ANAITOYNTAI AAAA  AEN

— PuBuiopeveg, auTOUATEG MIKPOTTITTETEG PE AKPA piag Xprong.
— AiaBaBuiopévog KUAIVOPOG.

— AvtAia avappognong

— ATreaTayuévo vePO.

— Avadeutipag pe dovnon.

5. NPOEIAOMOIHZEIZ KAI TPO®YAAZEIZ

Mpokeipyévou va amro@euxBei n poAuvon oe avBpwIToug Kal GTO
mwepIBaAlov, 8a Tpétrel va AngBoUv ol akdAoubeg TTPoPUAGSEIG:

— Xpnolyotrolgite yavTia piag xpriong oOtav  xeIpideaTe duvNTIKWG
HOoAUoHaTIKO UAIKO KOl EKTEAEITE TOV TTPOCBIOPIGHO.

— Mnv diavépete Ta avTidpacThpla PE TTITTETO XPNOIUOTIOIWVTOG TO
oTéHa OaG.

— Mnv kamvifete, pPnv TPWTE, PNV TTIVETE KOl PN XPNOIUOTIOIEITE
KOAAUVTIKG KaTd Tn SIdpKela Tou TTPoadIoPIGHOU.

— O xepiopdg TG XPwHOydvou ouciag Kal Tou avOOTOATIKOU
avTidpaoTnpiou TTPETTEl va yiveTal Pe TTPOCOXK. ATTOQUYETE TNV
€TTOQNA Ye To Oépua, Ta PATIA Kal Toug BAEVVOYOVOUG. g TTEPITITWON
aTUXAMOTOG, EEBYAATE KOAG HE TPEXOUUEVO VEPD.

— OAa 1a UAIKG avBpwTTivng TTPoEAEUONG TTOU XPNCIKOTIOIOUVTal IO
TNV TTOPOOKEUR auToU TOU KIT €£E€TACTNKAV KAl BpEéBnkav apvnTikd
yia HBsAg, avti-HIV kai avti-HCV. Emeidn emmi Tou TTapovTog Kapia
e€€Taon Oev PTTOPED va €yyunBei TNV TTARPN aTTOUGIa TWV 1LV AUTWY,
O6Aa Ta OeiypaTa Kal Ta avTIOPACTAPIO TTOU XPNOIYOTTOIOUVTAl VIO TOV
TPoadIopIoud TPETTEN va BewpolvTal wg dUVNTIKWG JOAUCUATIKA.
Emopévwg, 1o améBAnTa pETG TOV TTPOCdIOPICUO  TIPETTEl va
uttodAAovTal o€ ammoAUPavon Kal VO aTroppiTITovial CUPQWVA PE
TIG KaBigpwuéveg dladikaoieg ao@aAeiag. Ta eU@AekTa UAIKG piag
XPAong TTPETTEl va atroTeppwvovTal. Ta pn eUPAEKTa UAIKA piag
XPNONG TTPETTEN VA ATTOCTEIPWVOVTAI O€ QUTOKAUCTO ETTi TOUAAXIOTOV
1 wpa oe Beppokpaaia 121° C.

— XZ1a uypd amoéBAnTa TIPETTEl va TTPOCTIBETal UTTOXAWPIWDEG VATPIO
o€ TeAIK ouykévipwon 3%. AQNAOTE TO UTTOXAWPIWOEG VATPIO va
Opdoel et TouAdxiotov 30 Aemmtd. Ta uypd améBAnTa  TTOU
TTEPIEXOUV 0EU TTPETTEl va UTTOBAAAOVTaI O€ €EOUdETEPWON ME TIG
KOTGAANAeg TTooOTNTEG PBdong TpIv TV  emmegepyacia PeE  TO
UTTOXAWPIWSEG VATPIO.

— ATmo@uyete TO MTOINIOYO Kal TO OXNUATIOUO QEPOAUUOTOG. Z€
TIEQITITWON TTOU XUBEi TO uypd, TTAUVETE TTPOCEKTIKA ME JIGAUPA
utroxAwpiwdoug vatpiou 3% kal amoppiyTe auUTé To KABAPIOTIKO
uypd wg duvNTIKWG HOAUCHATIKO UAIKO.

— Mepikd@ avnidpaoTtApia  TTEpIEXouv  alidlo  Tou  vaTtpiou  wg
ouvtnENTIKG. MNa va atmo@UyETE T GUGCWPEUCT EKPNKTIKWY adidiwv
METAAAWV OTOUG OCWARAVEG TNG ATTOXETEUANG TTOU gival aTrd PHOAUROO
Kal XaAKG, T avTIOpaOTAPIa TIPETTEl VA ATTOPPITITOVTAG EETTAéVOVTAG
TAUTOXPOVA TNV ATTOXETEUON UE MEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU.

Mpokelpévou va TAPETE AVOTTOPAYWYINO aTroTEAéoUOTA, Oa
PETEI va TNPNBoUV o1 akOAoubol Kavoveg:

— Mnv avapelyviete avTidpaoTApIa atmd OIOPOPETIKEG TTAPTIOEG 1
OI0QOPETIKOUG KATAOKEUAOTEG.

— Tla amoteAéopaTa akpIfeiag, OuvioTATal va TnPOUVTal AuoTnpd O
€101KOG XPOVOG Kal N BepuoKpacia ETwATEWY

— EmTtpéyTte OTIG Otipég PEPPPAVNG VA ICOPPOTTAOOUV ME TN
Beppokpacia SdwpaTtiou TPIV avoifeTe TO owAnvdpio 6TTou
@uAdooovTal

— Mnv emTPEMETE OTA AVTISPACTAPIO VA ICOPPOTTHOOUV ME TN
feppokpacia dwpartiou TPIV TN XPAON TOoug, diaTnpeite TA
oToug 4°C.

— Mn xpnoigoTrolgiTe avTIdpacTrpia META TNV NUEPOMNVia ARENg Toug.

— AteAig | avemapkng €ékTAuon Ba  peiwael TNV akpifela Twv
atmoTeAeOPATWY Kal Ba TTpokaAéoel upnAd uTToRabpo.

— Xpnoiyotroigite TTOAU kaBapd yudAiva doxeia, xwpig poAuvon atrd
16vTa HETAAAWV 1) OEEIBWTIKEG OUTIEG.

— XpNnOIYOTIOIEITE ATTOOTAYMEVO VEPO, OTTOONKEUPEVO O KaBapoug
TTEPIEKTEG.

— Amo@uyeTe TN POAuvon atod deiypa oe deiypa. MNa 1o oKoTrd auTo,
BOa TTpéTTel va XpnolpoTroloUvTal yia KABe deiyua Kal avTidpacThplo
akpa piag xpriong.

— Ae Ba TTPETTEl VA XPNOIYOTTOIOUVTAl MIKPORBIOKAE POoAUuouéVOg 0pdg 1
OeiypaTa TTou TTEPIEXOUV Bapid, OpaTr) CWHATISIOK UAN.

— EmpoAUvoseig Twv avridpaoTnpiwv A Tou deiypatog Ba ptropouoav
va TIPOKOAEOOUV  Weudr) aTmoTeEAéOPATA.  XPNOIYOTIOINOTE  €va
KQIVOUPIO GKPO TITTETAG Miag XProng yid TO XEIPIOWO KABE
avTidpaoTtnpiou A deiypaTtog.

— Katd 1n @UAagn n TNV €TWOCN, PNV OAQAVETE TO UTTOOTPWHA
EKTEDEINEVO OTO PWG.

— Tnpeite pe akpifela Toug xpdvoug £TTWACNG.

— AilGgopol  TTapdayovteg  emnpedlouv TV ammddoon TOU
mpocdiopiopol. X' autolg TrepIAauBaveTal n  okpiBela kal N
QVOTTAPAYWYIPOTNTA TNG TEXVIKAG YIO Tn OIavour He TTTTETA, TO
PWTOPETPO TTOU XPNOIYOTIOIEITAI, O XPOVIKEG ATTOKAICEIG KATA Tn
S1dpkeia Tou TTPOCdIopICUOU

— Npémar va yiverar afloAéynon pOvo Enpaopévwv OEIpwV
nepBpdavng
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6. ZYAAOI'H AEIrMATQN

JuvigTdral n xpron opou. Idiaitepa AITTaIMIKG A aigoAupéva deiypara
Ba mpétel va atroppitrtovTal. KpatriaTe Ta deiypara otoug 2-8° C eTmi 1
nuépa. Ta peyaAlTtepeg TePIOGdOUG Ba O©ag OUVIOTOUCAUE VO
KaTawugete Ta deiypaTta o€ KAGopaTa (860¢ig) atoug -20° C. Oa TrpéTrel
va amo@eUyeTal N €MAVEIANPMPEVN KOTAWUEN Kal atmmoyugn Twv
OEIYUATWV.

7. AIAAIKAZIA TOY NMPOZAIOPIZMOY
NPOZOXH:

Ol ENQAZEIZ ME OPO KAI ZYZEYTIMA MNMPENEI NA EKTEAOYNTAI
ZTOYZ 4°C.

MNa va amoTparrei n ouuTTUKVWON Uypooiag OTIG OEIpEG, avoifte Ta
OowAnvapla TTou TTEPIEXOUV TN PEMPPAVN apoU o1 OEIPEG EXOUV PTAOEI
o€ Bepuokpacia dwuaTiou.

MNpoapaiwon deiyparog/delyudTwy Kal opou eAéyxou: 1:101

- EmA&gTe owAnvapia Tpoapaiwong yia To deiypa/ta deiypata Kai
TOV 0pd €AEyXOU

- Npocobéate 500 ul apaiwTikoU delypdTwy
- Aiaveipete ye mTTETA 5 pl SeiyuaTOG/BEIYUATWY KOl 0poU EAEYXOU

- Avapgigte Ta cwAnvapia

Aiadikaoia

- Aiaveipete ye mmméta 1 ml apaiwTikoU delypdTwy, yeuioTe kK&Be
KOVAAI TTOU TTEPIEXEl OEIPEG Kal ETTwAOTE yia 10 AeTiTd oToug 4°C o€
€vav avadeutripa ye doévnon.

- Aiaveipete pe mméTa 250 pl poapaiwpévou deiyuaTog Kal opou
eAEyXOU KAl TTPOCOEOCTE TA GTO GUYKEKPIUEVO KAVAAI

- Emwdote yia 120 Aemtd otoug 4° C ot €vav avadeutApa HE
d6vnon

- ATTOBAAETE 1] AvAPPOPAOTE TNV UYPH HOPPH atrd KABE KavaAl

- TAbvere Tig oeipég pepPpavng 3 popég eTri 5 Aetrtd oToug 4° C pe 1
ml apaiwpévou diaAlpaTtog TTAUoNG

- ATTOBAAETE 1 AvappoPACTE TNV UYPH HoP®R atrd KABE KavAaAl

- MNpoocbéoTe 750u1 £181KOU avTi®paoTnpiou culeuyuévou pe €Eviuuo
aTo SioKO ETTWACNG.

- EmwdoTe yia 60 Aertd oToug 4° C o€ évav avadeutipa pe dévnon
- ATTOBAAETE 1} AvAPPOPNOTE TNV UYPH LOPPH atrd KABE KavAaAl

- MAOvere mig oeipég pepPpavng 3 @opég emmi 5 Aemtd pe 1 ml
apaiwpévou diIaAupaTog TTAUONG

- MAOvete Tig oeiIpég pepPpavng 1 @opd pe 1ml armmoviopévou vepou
- AmroBdaAeTe | avappo@noTe TNV uyph Hop®n atrd KABE KavaAl

- MpocBéoTte 750 pl diloAUPATOG UTTOOTPWUATOG-XPWHOYAVOU ouaiag
o710 OiOKO ETTWAONG

- Emwdote yia 10 Aemtd oe Oepuokpacia dwpatiou oe évav
avadeutpa pe dévnon

- ATTOBAAETE 1] AvaPPOPNOTE TNV UYPRH LOPPH atTd KABE KavAaAl
- ZTOPATACTE TNV avTidpaon pe 2ml atmoviopévou vepou

- Emwéote yia 5 Aemtd oe BOepuokpacia dwpatiou oe  évav
avadeuTtipa pe dévnaon

- AgaipéoTe TIG O€IpEG OTTO TA KavAAIQ.

- A@RAoTe TIG va {npavBouv pe aépa et 30 AeTiTd kal TTpofeiTe oTNV
avAayvwor) Toug.

- ZTEPEWOTE TIG OEIPEG £EETAONG OTO TTPWTOKOAAO agloAdynong.

8. ZXEAIO NMPOZAIOPIZMOY

KavdAi diokou erwacng Opog Acgiypa/deiyparta
EmoTtpwyévn oeipd 1 1
ApaiwTIKO deiypaTog 1000 pl 1000 pl
- EmwdadoTe: 10 Aemrtd oToug 4° C o€ avadeuTr)pa YE
dovnon
Mpoapaiwpévo -—-- 250 pl
Oeiypa/deiypara

Mpoapaiwpévog BeTIkAG | 250 pl -
0pOG eAEyxou

- Emwadore: 120 Aetrtd oToug 4° C o€ avadeuTipa Pe
ddvnon

- AvappoenoTe kai ekTTAUveTe: 3 X 1000 pl : 5 AeTrta
otoug 4° C

AvTidpactipio  culeuypévo | 750 pl 750 pl
ye HRPO

- EmwaorTe: 60 Aetrtd oToug 4° C o€ avadeuTr)pa Ye
dovnon

- AvappoonoTe kai ekTTAUveTE: 3 X 1000 pl apaiwpévou
diaAUupaTog TTAUONG : 5 AeTitd oToug 4° C

- AvappoonoTe kal ekTTAUveTE: 1 X 1000 pl atmioviouévou
vepoU: 5 Aetrtd aToug 4° C

AIGAUPO UTTOOTPWHATOC | 750 pl | 750 pl

- EmwdaoTe: 10 Aemitd oe ©A o€ avadeutripa pe dévnon
- Avappo@noTe 10 dIGAuua

AtTioviopévo vepo | 2000 pl | 2000 pl

- EmwaorTe: 5 AeTrtd o€ OA og avadeuTrpa pe dévnon
- Znpdvete pe aépa
- [poBeite otnv avayvwon (Metd atmd 30 Aetr1d)

9. EPMHNEIA TQN AMOTEAEZMATQN

Epunveia osipwv ALPHADOTS

H epunveia Twv ammoteAeopdTwy BacifeTal o€ pia OTITIKA e€éTaon:

- Kd&Be amoudia xpwpatiopgol Tng pepPpavng (evwd avTidpd o opodg
eAéyxou Aeimoupyiag) TrpéTrel va Bewpeital wg apvnTIKG aTToTEAECHA

- Epedvion mavw oTn pePBPAvn Hiag i APKETWV XPWUOTIOTWV
KNAIdwV (kuavo i¢nua pe dIAQOPES ATTOKPITEIG EVTOONG) TTPETTEI VA
Bewpeital wg BETIKO aTTOTEAETUA (+/++/+++).

H évraon tng avtidpaong pe oTUTTwUa KNAdwv gival euBéwg avaioyn
TTPOG TNV TTO0OTNTA TWV EIBIKWY QUTOAVTICWHATWY TTOU UTTAPYXOUV OTOV
0op6. Kabwg augdvovtal Ta eTTireda Twv avTiowuaTwy, Ba augnbei kai n
évtaon Twv KnAidwv, woTdéoo n OTTIKA €gétaon amd povn Tng Oev
pTTopei va Eexwpioel diapopég avapeoa atnv £viaon Twv KNAIdwv TTou
AVAPEPETAI WG YPAMMIKA AEITOUpYia.

H évraon Tng avtidpaong pTropei va uttoAoyIoTel WG EAG:

AlakpiveTal eUKOAA PIa ca@rg KnAida
KuavoU XpWwHaTOoG.

O¢eTIKO + [+4/+++ } .
To ammoréAeopa Ba ytropoloe va
EPUNVEUTEI WG BETIKO.
. H knAida dev diakpiveTal EUKOAQ.
EET?:(;] adiaia + To ammoréAeopa Ba ptropoloe va

EPMUNVEUTEI WG OPIAKO

Aev dlokpivetal knAida.
ApvnTiKO - To atroTéAecpa Ba TTPETTEN va
EPMNVEUTEI WG apvNTIKO
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EBdopadiaia BeTIKA avTidpaaon ()

Mg Toug TTEPIOTOTEPOUG AVOGO-0POAOYIKOUG TTPOCBIOPICHOUG, OPIOKEG
N XOUNAAG €évraong avmidpdoelg UTTOdNAWVOUV eAAXIOTa  ETTITTESQ
AVTIOWHATWY, onUavTiIK& gival goévov Ta TOAU uywnAd emrimeda oTta
QAvTICWHATA.

>V TeAIKA apaiwaon xprong (1/510), pyepikég knAideg TTou epgavifouv
aocBevn avTidpaon (x) Ba yTopouce va eival SUGKOAO va EpUNVEUTOUV.
Emopévwg, autd To €idog Tng avTidpaong Ba Tpétrel va Bewpnbei wg
oplokd: aTNV TIEPITITWON aUTH, Ba oag cupBouAelape va agloAoyAoeTe
€K véou TO Oeiyya o€ XaunAdtepn apaiwon (yia Tapddelyua, TeAIKR
apaiwon: 1/250) mpokeiyévou va emRERAIVCETE 1 OxI TN BETIKOTNTA
TOU.

Qo1600, OTTWG IOXUEl YIO OTTOIAdATIOTE TEXVIKN HE OTUTTWHA KNAIdwv,
eAa@PEG DIOKUPAVOEIG OTIG EVTAOEIG TOU XPWHATOG TTOU €EAPTWVTAI
atré apkeTOUG GUVEICPEPOVTEG TTAPAYOVTEG (ETTWACEIG, T°...) uTTOPOUV
va TapatnEndouv PETaEU SIaQOPETIKWY eKTEAETEWV: Mia eRdouadiaia
BeTikfp avTidpaon () Tou TOPATNPABNKE OPXIKG, WJTTOpE  va
TapatnenBei apyotepa wg apvnTikh (=) O pIa GAAN  eKTEAEON
TTPOGOIoPIoHOU.

AoBeveig avTIdpAoeIg eVOEXETAI VO UTTOBNAWVOUV EITE AUTOAVTICWHATA
XOopnAoUu emmmédou  €iTe pn  €I0IKA  avTiIowPata  dlaoTaUPOUPEVNG
avTidpaang, Ta otroia Ppiokovial oTov TTANBUCUO TWV QUCIOAOYIKWV
aoBeviv (= QUOIKE QUTOQVTIOCWUATO 8). Kai oTig 800 TIEPITITWOEIG,
evOEXETAI VO avapepBei auToavTiowua eRdopadiaiag avtidpaong (OnA.
XapNAGG TiTAOG) Kal Ba TTpéTTel va epunVveUETAl TTPOCEKTIKA €POTOV
Tapoyoieg avTidpdoelg Ba  €xel KAl €vag  ONUAVTIKOG  apiBuég
PUCIOAOYIKWV SEIYUATWV.

MoloTik6g éAeyx0g

e KAOe ekTéAeon Ba Tpémel va TrepIAapBAveTal 0 BETIKOG 0pPOG
eAéyxou.

Av dev TTAnpouvTal Ol ATTAITACEIG TOU TIOIOTIKOU eAéyxou, O
TTPOoCdI0PIoPOG BewpEiTal AKUPOG.

OeTIKOG 0pOG EAEYXOU: TTAPADEIYUA ATTOTEAEOUATOG

Oouw g 5 o
3z |S&| ¢
Sa £ w
©

2ouAgarTidla +
GQ1b -
GT1b [ ) ++
GT1a [ ] ++
GD3 [ ] +++
GD1b +
GD1a ([ ] +H+
GM3 o +4++
GM2 -
GM1 +
Funct Ctl o +++

O€TIKOG 0pOG EAEyXoU

- Mo TNV gpunveia Tou atmoTeAéCUATOG, TTAPOKOAOUUE avVOTPELTE OTO
PUANO TTOIOTIKOU EAEyXOU TTOU TTEPIAGBAVETAI OTO KIT

- H amdékpion 1mou TTapatnpeital yia 10 BeTIKG 0pd eAEyXou UTTOPED va
dia@épel atrd TTapTida o€ TTapTida

- O1 avmidpdoelg ye BeTIkKO 0pd €AEyXOU PTTOPED va ival €ite EAAPPWG
MO OKOUPEG €iTE EAAPPUWIG TTIO AVOIXTOXPWHUEG OVAAOYQ ME TIG
OUVONKEG ETTWACNG.

- O BeTIKOG 0pOG EAEYXOU TTOU TTAPEXETAI UE TO KIT BEV UTTOPEI, OE
Kapia TepimTwon, va BswpnBei wg agioAdynon oplakng TIUAG
(cut-off) Twv deiypdTwv

Opodg eAéyxou AeiToupyiag

- O 0pdg eAéyxou AeiToupyiag TTou UTTAPYEl OTO KATW HEPOG KABE
HeUBPAvNG TTpéTTel va eu@avilel £viovo XpwpaTiIopd (n éviaan Tng
KNAidag Tou opoU eAéyxou AeiToupyiag Sev TTPETTEI va XPNOIUOTTOIEITAI
wg BaBuovopunTig)

- O opog eAéyxou Aeiroupyiag dlao@alilel 0TI Ta avTIdPACTAPIA TTOU
diaTiBevtal Ye 1O KIT €ivar OpaaTIKA Kal OTI 0 TTPOCOIOPICUOG EXE
EKTEAEOTEI OWOTA.

- H e&étaon Ba mpétmel va Bewpeitan dkupn Kal va eTTavaAauBAaveral av

n KnAida Tou opou eA€yxou AciToupyiag dev gival opaTth TTAvVw OTIG
O€IpEG.

10. AIAZTAYPOYMENES ANTIAPAZEIL ’

Etriong

Ao TTapoloa O€:

Mia yaAakToln xwpig akpa
GM1 — Emtétog ouvdedepévn B 1- 3 pe N- GD1b
aKeTUAO-yaAOKTOZaMiVN

Mia N-akeTuAo-yaAakTolapivn
GM2 - EmiTéTrog XWpIG akpa auvdedepévn B 1-4
JE YaAAKTOZN

Mia yaAakToln pe akpa
ouvdedepévn B 1-3 pe yYAukoln

GMS3 - EmiTéTiog . GD1a, GT1b
Kol ouvdedepévn a 2-3 pe
UTTOAEIPPO OIOAIKOU 0&€0g
Mia KevTpIKr) YaAakToln
ouvdedepévn a 2-3 pe GM1, GM2,
UTTOAEIIUA OIaAIKOU 0&£0G GT1a

GM1a — EmiTétrog
Mia yaAakToln pe akpa
ouvdedepévn a 2-3 e GT1b
UTTOAEIPO OIOAIKOU 0E€0g

Mia kevTpIkr) yaAakTodln
ouvdedepévn a 2-3 pe 2
uTroAgippaTa alaAikou ogéog
ouvdedepéva a 2,8

GM1b — EmiTéTTOg GT1b, GQ1b

2 utroAgippata olaAikoU o&€og
GT1 — Emrétog ouvdedepéva Pe YOAOKTOSN e
akpa

2 utroAgippata olaAikoU o&€og
ouvdedepéva pe YOAOKTOSN e GT1a
akpa
GQ1b - EmTomog
2 uTtoAgippaTa olaAikoU 0&€og
ouvOEedEPEVA UE ECWTEPIKA
YOAQKTOZN

GD1b

11. ANTIMETQMNIZH MPOBAHMATQN

A11pocdOKNTN TTAPOUTIa XPWUATOC:

- Oplopéva Odeiypata PTTOPEl va TTPOKAAECOUV HIO OKOUPOXPWHN
Xpwaon oto @OvTo TNG HEPPRPAvVNG. AUTEG oI pn €10IKEG avTIdpAoElg
TIPETTEI VO £pUNVEUBOUV WG apVNTIKEG
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- O1 uypég ocIpég €xouv OKOUPO Xpwua @évTou. AuTO TO XpWHO
eCapavifeTal a@ouU ol asipég EnpavBouv evieAwg. Mpétrel va yivetal
agloAoynon povo {npacuévwy oeipwyv (30 AeTTTa).

- AveTtapkng xpdvog Kal Beppokpaaia eTTWacng

- AvegéleykTa ouoTaTiKd vepou

- To vuméotpwpa A TO @IOAISIO €ival POAUCHEVO PE  EVEPYEG
0&eIdWTIKEG oUTieg

XaunAn akpiBeia:

- Mn opoioyevég deiypa HeTa TNV WOgN

- ©oAepdTnTa, cwuaTtidla R uPnAd TTepIEXOUEVO O€ AITTidIa oTo deiypa
- MNpoobAkn dvicwv dykwv oTo KavaAl

- AVETTOPKNAG ATTOPAKPUVOT TWV UYPWV

- H mAUon &ev oAokAnpwBnke

Mnv agrveTe TIG oeIpég va EnpavBolv péoa ata kavaAia. TotroBeTAoTeE
TIG ETTAVW O€ €va ATTOPPOPNTIKG KOPMPATI UPaoua.

12. MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

- OAa 1a kit ALPHADIA atroteholv diayvwoTiKG BoRbnua kai dev
gival kaBapd OlayvwoTikég efetdoelg. Ta dedouéva TTpETTEl va
epunvelovTal oe ouvduaoud pe TNV KAIVIKR agloAdynan r/kal GAAa
€PYAOCTNPIOKA EUPHHATA.

- To KIT dev TIPETTEI VO XPNOIKOTTOIEITAI YETA TNV nueEpounvia ARgng
aTnV ETIKETA TOU KIT.

- H diadikacia Trpémel va die€axBei oe Bepuokpacia 4°C. Av
TPOTTOTTOINGEI QUTH N Beppokpaagia evOExeTal va TTPOKANBEI atTwAeia
euaioBnaiag TG d6anG.

FRANCAIS

DOSAGE IMMUNODOT POUR LA DETERMINATION
DES AUTO-ANTICORPS IgGh & IgMh OU Igh (G+M)
DIRIGES CONTRE LES GANGLIOSIDES DANS LE
SERUM HUMAIN.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 déterminations
AD-GANGS24 24 déterminations

UNIQUEMENT A USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO

1. APPLICATIONS CLINIQUES
Gangliosides

Les gangliosides sont des glycosphingolipides contenant de I'acide
sialique. lls sont composés d'une longue chaine d'amines aliphatiques
(céramides) et d'un chainon de un a cinqg hexoses dont au moins un
doit étre sialylé. Un ganglioside (1) est un glycosphingolipide ayant
une(des) molécule(s) d'acide sialique attachée(s) au(x) résidu(s)
galactose de I'anneau d'hexose.

Les gangliosides se trouvent dans la couche la plus externe des
membranes plasmatiques et abondent dans la gaine de myéline des
cellules de Schwann (systtme nerveux périphérique) et des
oligodendrocytes (systéme nerveux central) (2).

Neuropathies et auto-anticorps anti-Glycoconjugué

Le premier syndrome clinique dans lequel on a décrit des auto-
anticorps  anti-Glycoconjugué a été la neuropathie avec
paraprotéinémie a IgM associée a des auto-anticorps anti-MAG. Des
études ultérieures ont révélé la présence d'une neuropathie
périphérique et d'auto-anticorps anti-glycolipides, tels que les anti-
Ganglioside ou anti-MAG, dans une grande proportion des
neuropathies périphériques (références : 2-6). Le scepticisme de départ
quant a la signification des auto-anticorps anti-Glycolipides a fait place
a la reconnaissance que ces auto-anticorps peuvent directement
contribuer a la pathogénése de la neuropathie.

PROFILE des
AC anti-
GANGLIO
POLYNEUROPATHIE SENSORIELLE
SULFATIDES > DEMYELINISANTE (IgM)
GQ1b —» | SYNDROME de MILLER-FISHER (IgG)
GT1b —> CANOMAD (IgM)
GT1a — GBS CERVICO-BRACHIAL (IgG)
GD3 — NEUROPHATHIE ATAXIQUE
SENSORIELLE

GD1b — - AIGUE (IgG)

- CHRONIQUE (IgM)
GD1a e NEUROPATHIE MOTRICE (IgM)
GM3 —> CANOMAD (IgM)
GM2 — CIDP (IgG)

NEUROPATHIE MOTRICE
MULTIFOCALE (IgM)
GM1 FORME AXONALE de GBS (AMAN)
(IgG)

Controle du
fonctionnement
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2. PRINCIPE DE L'ANALYSE

La trousse ALPHADIA Ganglioprofile fournit une analyse in vitro
qualitative pour la détection des auto-anticorps humains (IgG, IgM ou
Ilg G+M) dirigés contre les Gangliosides spécifiques: sulfatides, GQ1b,
GT1b, GT1a, GD3, GD1b, GD1a, GM3, GM2 et GM1.

Lors de la premiére incubation, les auto-anticorps spécifiques présents
dans le sérum dilué réagissent avec les gangliosides adsorbés a la
surface des bandelettes. Les bandelettes sont ensuite lavées pour
enlever les anticorps non liés et les autres composants du sérum. Lors
de la seconde incubation, on ajoute un anticorps anti-humain couplé a
la HRP dans le canal de la plaque. Il réagit avec les anticorps humains
IgG et IgM immobilisés a la surface des bandelettes. Une nouvelle
étape de lavage enléve le conjugué non lié. Les anticorps spécifiques
sont ensuite révélés par incubation avec la solution contenant le
substrat.

3. REACTIFS FOURNIS AVEC LA TROUSSE

1. Bandelettes recouvertes d'antigénes : 12 ou 24 bandelettes
recouvertes d'antigénes ganglioside. Conserver les bandelettes
non utilisées a 4°C. Les protéger des moisissures avec un sachet
de dessiccateur.

2. Controle positif : 1 microtube (30pl) de sérum positif
Conservateur: NaN; (<0.1 %)

3. Enzyme liée au conjugué : 1 ou 2 flacons (10 ml) de:

- anti-lgGh conjugué a la peroxydase de raifort (HRPO) pour
AD-GANG12

- anti-lgMh conjugué a la peroxydase de raifort (HRPO) pour
AD-GANG12

- anti-lg(G+M)h conjugué a la peroxydase de raifort (HRPO),
pour AD-GANGS-12 et AD-GANGS24

Conservateur: Néomycine. Préte a I'emploi.

4. Diluant des échantillons : 1 ou 2 flacons (32,5 ml) de tampon.
Conservateur: NaN; (<0.1 %). Prét a I'emploi.

5. Tampon de lavage : 1 flacon (40 ml) de tampon phosphate
contenant un détergent. Conservateur: Thimérosal (<0.1 %).
Diluer le contenu du flacon avec de I'eau distillée pour obtenir un
volume final de 400 ml (volume final). La solution de lavage
diluée est stable 1 mois a 4°C.

6. Solution du substrat : 1 ou 2 flacons (10ml) de
tétraméthylbenzidine. Préte a I'emploi.

7. Plaque d'incubation : 1 ou 2 x 12 canaux
4. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

—  micropipettes automatiques réglables, avec embouts jetables.
—  cylindre gradué.

—  pompe d'aspiration

— eaudistillée.

—  Agitateur basculant.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Afin d’éviter toute contamination personnelle ou de
I’environnement, les précautions suivantes doivent étre
observées :

- Utiliser des gants jetables lors de [utilisation de matériel
potentiellement infecté et lors de la réalisation du dosage ;

- Ne pas pipeter a la bouche ;

- Ne pas fumer, manger, boire ou se maquiller durant le dosage ;

- Eviter tout contact de la solution du substrat chromogéne avec la
peau ou des muqueuses. En cas de contact, laver avec un savon
désinfectant et rincer abondamment ;

- Tout matériel d’origine humaine utilisé pour la préparation des
réactifs de la trousse a été testé et trouvé négatif pour HBsAg, anti-
HIV et anti-HCV. Etant donné qu’aucun test ne peut garantir
'absence absolue de ces virus, tous les échantillons et réactifs
utilisés lors du dosage doivent étre considérés comme

potentiellement infectieux. Tous les déchets produits lors du
dosage, doivent étre décontaminés et éliminés en respectant les
mesures de sécurité. Le matériel jetable combustible doit étre
incinéré, le matériel jetable non-combustible doit étre stérilisé a
'autoclave pendant au moins 1 heure a 121 °C.

- Il faut ajouter aux déchets liquides de I'hypochlorite de soude de
maniére a obtenir une concentration finale de 3 % (v/v). Laisser agir
I’hypochlorite de soude au moins 30 minutes. Les déchets liquides
contenant de Il'acide doivent étre neutralisés avec la quantité
adéquate de base avant traitement a I'hypochlorite de soude.

- Eviter les éclaboussures et la formation d’'aérosol, en cas
d’éclaboussure, laver soigneusement avec de ['hypochlorite de
soude a 3 % (v/v) et traiter ce liquide de lavage comme
potentiellement infectieux.

- Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium. Ce composé
peut former avec des canalisations de plomb ou de cuivre des
azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations lors de
I'élimination de ces réactifs dans un évier, rincer I'évier a grande
eau.

Afin d’obtenir des résultats reproductibles, les régles suivantes
doivent étre observées :

— Ne pas mélanger les réactifs de lots différents ou fournis par
d'autres fabricants.

— Respecter exactement les temps et la température d'incubation
spécifiques pour assurer la précision des résultats.

— Attendre que les bandelettes soient a température ambiante
avant d'ouvrir le tube de stockage.

— Ne pas mettre les réactifs a température ambiante avant
utilisation. Les conserver a 4°C.

— Ne pas utiliser des réactifs aprés leur date de péremption ;

— Le lavage inachevé ou inefficace entrainera des imprécisions et un
bruit de fond élevé.

— Utiliser de la verrerie parfaitement propre, sans ftrace de
contamination par des ions métalligues ou des substances
oxydantes

— Utiliser de I'eau distillée conservée dans des réservoirs parfaitement
propres ;

— Eviter toute contamination des échantillons. Pour ce faire, utiliser
des embouts jetables pour chaque échantillon et réactif ;

— Le sérum ou les spécimens contaminés par des agents microbiens
ou contenant des particules lourdes visibles ne doivent pas étre
employés.

— Ne pas exposer les réactifs a la lumiére directe durant leur
conservation ou durant I'incubation.

— Respecter les temps exacts d'incubation.

— Une variété de facteurs influencent I'exécution de I'analyse. Ceux-ci
incluent l'exactitude et la reproductibilité de la technique de
prélévement, le biais du minutage pendant I'analyse.

— N'évaluer que des bandelettes séches.

6. ECHANTILLONS A TESTER

Les analyses doivent étre réalisées avec des échantillons de sérums.
Evitez d'employer les sérums hémolysés ou lipémiques.

Stockez I'échantillon a tester a 2-8°C pendant 1 jour maximum. Si un
délai plus long est prévu, stockez les sérums a -20°C.

Evitez les cycles répétés de congélation/décongélation.

7. REALISATION DU DOSAGE

ATTENTION :

LES INCUBATIONS DU SERUM ET DU CONJUGUE DOIVENT ETRE
REALISEES A 4°C.

Afin d'éviter la condensation sur les bandelettes, n'ouvrir les tubes les
contenant que lorsqu'elles ont atteint la température ambiante.

Prédilution des échantillons et du contrdle : 1:101

- Attribuer des tubes de prédilution aux échantillons et au contréle
- Ajouter 500 pl de diluant des échantillons
- Pipeter 5 pl d'échantillons et de contrble

- Mélanger les tubes
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Procédure

- Pipeter 1 ml de diluant des échantillons, remplir chaque canal
contenant une bandelette et incuber 10 min a 4°C sur un agitateur
basculant

- Pipeter 250 pl d'échantillon prédilué et de contréle et les ajouter
aux canaux spécifiques

- Incuber 120 minutes a 4°C sur un agitateur basculant
- Eliminer ou aspirer le liquide de chaque canal

- Laver les bandelettes 3 fois pendant 5 min. a 4°C avec 1 ml de la
solution de lavage diluée

- Eliminer ou aspirer le liquide de chaque canal

- Ajouter 750l de l'enzyme liée au conjugué spécifigue dans la
plaque d'incubation

- Incuber 60 minutes a 4°C sur un agitateur basculant
- Eliminer ou aspirer le liquide de chaque canal

- Laver les bandelettes 3 fois pendant 5 min. avec 1 ml de la solution
de lavage diluée

- Laver les bandelettes 1 fois avec 1 ml d'eau désionisée
- Eliminer ou aspirer le liquide de chaque canal

- Ajouter 750ul de la solution de substrat chromogéne dans la plaque
d'incubation

- Incuber 10 min. a température ambiante sur un agitateur basculant
- Eliminer ou aspirer le liquide de chaque canal

- Arréter la réaction avec 2 ml d'eau désionisée

- Incuber 5min. a température ambiante sur un agitateur basculant

- Sortir les bandelettes des canaux

- Laisser sécher 30 min a l'air et lire

- Fixer la bandelette d'analyse suivant le protocole d'évaluation.

8. SCHEMA DE LA PROCEDURE A SUIVRE

Ca':;‘.' de la plaque Contréle Echantillon(s)
incubation
Bandelette recouverte 1 1
d'antigénes
Diluant des échantillons 1000 pl 1000 pl

- Incuber : 10 min a 4°C sur un agitateur basculant
Echantillon(s) prédilué(s) -—-- 250 pl
Controle positif prédilué 250 pl -

- Incuber : 120 min a 4°C sur un agitateur basculant
- Aspirer et laver : 3 x 1000 pl : 5 min a 4°C

Conjugué HRPO | 750 pl | 750 pl

- Incuber : 60 min a 4°C sur un agitateur basculant

- Aspirer et laver : 3 x 1000 pl de solution de lavage
diluée : 5 min a 4°C

- Aspirer et laver: 1 x 1000 yl d’eau désionisée: 5 min a
4°C

Solution du substrat | 750 pl | 750 pl

- Incuber : 10 min a température ambiante sur un
agitateur basculant
- Aspirer la solution

Eau desionisée | 2000 pl | 2000 pl

- Incuber : 5 min. a RT sur agitateur basculant
- Sécher a l'air
- Lire aprés 30 min.

9. INTERPRETATION DES RESULTATS

ALPHADOTS interprétation

L'interprétation des résultats consiste en une analyse visuelle des
membranes :

Toute absence de coloration sur la membrane (alors que le controle
fonctionnel réagit) doit étre considérée comme un résultat négatif
L’apparition sur la membrane d'un ou de plusieurs spot(s) coloré(s)
(précipité bleu de diverses intensités de coloration) doit étre considéré
comme résultat positif (+/++/+++).

L'intensité de la coloration du spot est directement proportionnelle a la
quantité d'auto anticorps spécifiques présents dans le sérum : plus le
taux d'anticorps augmente, plus la coloration du spot est intense.
Toutefois il est a noter qu'il n’existe pas de relation linéaire stricte entre
le taux d’anticorps et I'intensité du spot révélé. L'examen visuel seul ne
permet donc pas d’estimer le titre exact du sérum étudié en fonction de
l'intensité du spot révélé.

Les résultats observés peuvent étre interprétés comme suit :

Un spot distinct de coloration bleue
est clairement visible ;

le résultat doit étre considéré
comme positif

Positif + [+H[+++

Le spot est peu visible et difficile a
interpréter;

le résultat doit étre considéré
comme équivoque (*)

Faiblement
positif

+

Aucun spot n’est visible ;
le résultat doit étre interprété
comme négatif

Négatif -

(*)_Réponses faiblement positives (+)

Dans la plupart des tests immunosérologiques, des réponses
équivoques ou de faible intensité indiquent un taux d’anticorps faible ;
seuls les titres trés élevés en anticorps sont significatifs.

A la dilution finale d'utilisation (1/510), certains spots peuvent présenter
une réaction de faible intensité () et étre assez difficiles a interpréter.
Ces types de réponses doivent étre considérés comme équivoques :
dans ce cas afin de confirmer ou non la positivité, il est conseillé
d’évaluer a nouveau l'échantillon a une dilution moins élevée ( par
exemple en dilution finale : 1/250).

De légéres variations d'intensité de coloration, dépendant des
conditions de réalisation du test (incubations, T°...), peuvent étre
observées entre tests: une réponse faiblement positive (+) obtenue
dans un premier test peut ensuite étre observée négative (-) lors d'un
second test.

Des réactions de faible intensité peuvent aussi indiquer de faibles taux
d’anticorps ou des réactions croisées non spécifiques qui sont trouvées
dans la population normale (= auto anticorps naturels®).
Dans ce cas, ces auto anticorps de faible intensité doivent étre signalés
et interprétés avec précaution puisqu’'un grand nombre d’échantillons
normaux peuvent présenter le méme type de réactions.

Controle de qualité

Le contréle positif doit étre inclus lors de chaque analyse.

Ne pas mesurer les résultats du contréle de qualité invalide les
analyses.

Contréle positif : exemple de résultat
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Contréle positif

- Pour linterprétation des résultats se référer a la feuille de Controle
de qualité fournie dans la trousse.

- Le type de réponse observée pour le contrle positif peut différer
d’un lot a 'autre de contrdle.

- L’intensité de coloration du contréle positif peut légerement varier en
fonction des conditions de réalisation du test .

- Le contréle positif fourni dans la trousse ne peut en aucun cas
étre considéré comme une valeur seuil (cut-off ) pour
I'interprétation des résultats.

Contréle fonctionnel
- Le contréle fonctionnel présent au bas de chaque membrane doit
montrer un spot de coloration intense (l'intensité du contrdle

fonctionnel ne peut étre utilisée comme valeur seuil).

- La présence du controle fonctionnel garanti que les réactifs fournis
avec la trousse sont actifs et que le test a été réalisé correctement.

- L’analyse doit étre considérée comme invalide et répétée si le spot
du contrdle fonctionnel n’apparait pas au bas de la membrane.

10. REACTIONS CROISEES’

Aussi
Structure présentes
sur:

Un galactose terminal libre lié
Epitope GM1 par une liaison B 1-3 a la N- GD1b
aceétyl-galactosamine

Une N-acétyl-galactosamine
terminale libre liée par une

Epitope GM2 liaison B 1-4 au galactose

Un galactose terminal lié par
une liaison [ 1-3 au glucose et
Epitope GM3 par une liaison a 2-3 a un GD1a, GT1b
résidu d'acide sialique

Un galactose central lié par

une liaison a 2-3 a un résidu GM1, GM2,
sialique GT1a

Epitopes GD1a

Un galactose terminal lié par

une liaison a 2-3 a un résidu GT1b

d'acide sialique

Un galactose central lié par
une liaison a 2-3 et une liaison
a 2-8 a 2 résidus d'acide
sialique

Epitopes GD1b GT1b, GQ1b

2 résidus d'acide sialique liés

Epitope GT1a au galactose terminal

2 résidus d'acide S|allque lies GT1a
au galactose terminal
Epitopes GQ1b
2 résidus d'acide sialique lié

Ay GD1b
au galactose intérieur

11. CAUSES DE PERTURBATION DE L'ANALYSE

Développement d'une couleur inattendue :

Avec certains échantillons, la bandelette peut présenter une
coloration de fond sombre. Ces réactions non spécifiques doivent
étre considérées comme étant négatives

Les bandelettes mouillées montrent une coloration de fond sombre.
Cette coloration disparait lorsque les bandelettes ont séché
complétement. Il ne faut évaluer que les bandelettes séches (30
min.)

temps d'incubation et température inadéquats

composants de I'eau non contrélés

le substrat ou le flacon utilisé pour préparer le substrat sont
contaminés par des substances oxydantes

Mauvaise précision :

échantillon non homogéne aprés surgélation

turbidité, particules ou forte teneur de I'échantillon en lipides
volumes inégaux ajoutés au canal

élimination inadéquate des liquides

lavage incomplet

Ne pas laisser les bandelettes dans le canal lors du séchage. Appliquer
les sur un buvard.

12. LIMITES D’UTILISATION

Toutes les trousses ALPHADIA sont une aide au diagnostic, mais
ne constituent pas un diagnostic en elles-mémes. Les données
doivent étre interprétées en corrélation avec I'évaluation clinique
et/ou d'autres résultats de laboratoire.

Ne pas utiliser la trousse apres la date de péremption inscrite sur
I'étiquette.

La procédure doit étre réalisée a 4°C. Une modification de cette
température entraine une perte de sensibilité du dosage.
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ITALIANO

TEST IMMUNODOT PER LA DETERMINAZIONE
DEGLI AUTOANTICORPI higG e higM OPPURE hig
(G+M) CONTRO | GANGLIOSIDI NEL SIERO UMANO.

AD-GANG12 , AD-GANGS12 12 determinazioni
AD-GANGS24 24 determinazioni

SOLO PER DIAGNOSTICA IN VITRO

1. APPLICAZIONI CLINICHE
Gangliosidi

| gangliosidi sono glicosfingolipidi contenenti acido sialico composti da
un’amina alifatica a catena lunga (ceramide) legata tra uno e cinque
esosi, di cui almeno uno deve risultare sialilato. La presenza di
molecole di acido sialico legate a residui di galattosio nel nucleo esoso
definisce sia un glicosfingolipide sia un ganglioside (1).

| gangliosidi sono localizzati nello strato esterno delle membrane
plasmatiche e sono fortemente presenti nella guaina mielinica delle
cellule di Schwann (sistema nervoso periferico) e degli oligodendrociti
(sistema nervoso centrale) (2).

Neuropatia e autoanticorpi anti-glicoconiugati

La prima sindrome clinica nella quale sono stati descritti gli
autoanticorpi anti-glicoconiugati -} stata la Neuropatia
paraproteinemica IgM associata ad autoanticorpi anti-MAG (1).
Ulteriori studi hanno rivelato la presenza di Neuropatia periferica ed
autoanticorpi anti-glicolipidi quali gli anti-gangliosidi o anti-MAG nella
maggior parte delle situazioni neuropatiche periferiche (si veda: 2-6).
Ad un iniziale scetticismo sulla rilevanza degli autoanticorpi anti-
glicolipidi si € andato via via sostituendo il riconoscimento della
capacita di detti autoanticorpi di contribuire direttamente alla
patogenesi della Neuropatia.

PROFILO
GANGLIO Ab
POLINEUROPATIA SENSORIALE
SULFATIDI > DEMIELINIZZANTE (IgM)
GQ1b —> SINDROME DI MILLER-FISHER (IgG)
GT1b —> CANOMAD (IgM)
GT1a —> GBS CERVICO-BRACHIALE (IgG)
GD3 —» | NEUROPATIA SENSORIALE ATASSICA
- ACUTA (IgG)
GD1b —> - CRONICA (IgM)
GD1a —> NEUROPATIA MOTORIA (IgM)
GM3 —> CANOMAD (IgM)
GM2 —> CIDP (IgG)
NEUROPATIA MOTORIA MULTIFOCALE
GM1 — (IgM)
FORMA ASSONICA DI GBS (AMAN) (IgG)
Controllo
funz.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il kit ALPHADIA Ganglioprofile offre un test in vitro qualitativo per gli
autoanticorpi umani (IgG, IgM oppure Ig G+M) contro dieci gangliosidi
specifici: sulfatidi, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b, GD1a, GM3, GM2
e GM1.

Durante il primo periodo di incubazione, gli autoanticorpi specifici
presenti nel siero diluito reagiscono con le strisce di membrana del
ganglioside dot. Successivamente le strisce vengono lavate per
rimuovere gli anticorpi non legati e altri componenti del siero. In un
secondo tempo di incubazione, un anticorpo antiumano coniugato con
HRP viene aggiunto al canale del vassoio e reagisce con I'anticorpo
IgG e IgM umano immobilizzato sulle strisce della membrana. Dopo
una nuova fase di lavaggio volta alla rimozione del coniugato non
legato, gli anticorpi specifici vengono tracciati dall'incubazione con
soluzione di substrato.

3. REAGENTI FORNITI UNITAMENTE AL KIT

1. Strisce ricoperte: 12 o 24 strisce di membrana ricoperte con
antigeni di ganglioside. Conservare in un sacchetto dessiccante le
strisce di membrana inutilizzate a 4°C al riparo dall’'umidita.

2. Controllo positivo: 1 microprovetta (30ul) di siero positivo
Conservante: NaNj (<0,1%)

3. Coniugato enzimatico: 1 o 2 fiale (10 ml) di:

- anti-hlgG coniugato con perossidasi di rafano (HRPO), per
AD-GANG12

- anti-hlgM coniugato con perossidasi di rafano (HRPO), per
AD-GANG12

- anti-hlg (G+M) coniugato con perossidasi di rafano (HRPO),
per AD-GANGS12 e AD-GANGS24

Conservante: Neomicina. Pronto per l'uso.

4. Diluente per campioni: 1 o 2 fiale (32,5 ml) di buffer.
Conservante: NaNj (<0,1%). Pronto per 'uso.

5. Buffer di lavaggio: 1 fiala (40 ml) di soluzione tampone fosfato
con detergente. Conservante: Timerosal (<0,1%). Allungare il
contenuto della fiala con acqua distillata fino a raggiungere i 400
ml (volume finale). A 4°C la soluzione di lavaggio diluita si
mantiene stabile per un mese.

6. Soluzione di substrato: 1 o 2 fiale (10ml) di tetrametilbenzidina.
Pronta per 'uso.

7. Vassoio di incubazione: 1 0 2 x 12 canali

4. MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

— Micropipette automatiche e regolabili con puntali usa e getta.
— Cilindro graduato.

— Pompa di aspirazione.

— Acqua distillata.

— Agitatore oscillante.

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Al fine di evitare la contaminazione del personale e dell’ambiente &
necessario osservare le seguenti precauzioni:

— Utilizzare guanti usa e getta per maneggiare materiali
potenzialmente infettivi e per eseguire il dosaggio.

— Non pipettare i reagenti con la bocca.

— Non fumare, mangiare, bere o applicare cosmetici durante il
dosaggio.

— Maneggiare con cura il cromogeno. Evitare il contatto con la pelle,
gli occhi e le membrane mucose. In caso di incidente, risciacquare
abbondantemente con acqua corrente.

— Tutti i materiali di origine umana utilizzati per la preparazione del
presente kit sono risultati negativi ai test per HbsAg, anti-HIV e anti-
HCV. Dal momento che allo stato attuale nessun test & in grado di
garantire la completa assenza di questi virus, tutti i campioni e i
reagenti utilizzati per il dosaggio devono essere considerati
potenzialmente infettivi. Pertanto i rifiuti  ottenuti  dal
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dosaggio andranno decontaminati e smaltiti conformemente alle
procedure di sicurezza stabilite. | materiali usa e getta infiammabili
devono essere inceneriti, i materiali usa e getta non infiammabili
devono essere sterilizzati in autoclave per almeno 1 ora a 121°C.
Ai rifiuti liquidi deve essere aggiunto ipoclorito di sodio a una
concentrazione finale del 3%. Lasciare agire I'ipoclorito per almeno
30 minuti. | rifiuti liquidi contenenti acidi devono essere neutralizzati
con la quantita appropriata di base prima di essere trattati con
ipoclorito di sodio.

Evitare gli spruzzi e la formazione di nebulizzazione; in caso di
gocciolamento lavare accuratamente con una soluzione di
ipoclorito di sodio al 3% e smaltire questo liquido detergente come
rifiuto potenzialmente infettivo.

Alcuni reagenti contengono sodio azide come conservante. Per
evitare la formazione di azidi metalliche esplosive nelle tubazioni
igienico sanitarie di piombo e rame, & necessario eliminare i
reagenti lavando con abbondante acqua il canale di scolo.

Per ottenere risultati riproducibili & necessario osservare le
seguenti regole:

6.

Non miscelare reagenti appartenenti a numeri di lotto diversi
oppure a ditte produttrici diverse

Per ottenere risultati accurati si consiglia di attenersi strettamente
al tempo e alla temperatura di incubazione specificati

Prima di aprire la provetta conservata, lasciare che le strisce
di membrana si portino a temperatura ambiente

Evitare che i reagenti si portino a temperatura ambiente prima
dell’'uso, ma mantenerli a 4°C.

Non utilizzare i reagenti oltre la rispettiva data di scadenza

Un lavaggio incompleto o inefficiente potra comportare una scarsa
precisione e un eccessiva colorazione di fondo

Utilizzare articoli in vetro ben puliti, esenti da contaminazione di ioni
di metallo o sostanze ossidanti.

Utilizzare acqua distillata, conservata in recipienti puliti.

Evitare qualsiasi contaminazione tra i campioni. A tal fine utilizzare
per ciascun campione e reagente i puntali usa e getta.

Non utilizzare siero contaminato da microbi oppure campioni
contenenti particolato pesante visibile

La contaminazione crociata di reagenti o di campioni potrebbe
falsare i risultati. Utilizzare per ciascun reagente oppure per
manipolare i campioni, puntali per pipette pulite, nuove e usa e
getta

Non esporre il substrato a una conservazione o incubazione alla
luce

Attenersi esattamente al tempo di incubazione.

Il risultato del dosaggio dipende da una varieta di fattori, tra cui
figurano l'accuratezza e la riproducibilita delle tecniche di
pipettaggio e la polarizzazione di sincronizzazione durante il
dosaggio.

Esaminare esclusivamente le strisce asciutte

RACCOLTA DEI CAMPIONI

Si consiglia di utilizzare il siero. E necessario scartare i campioni
altamente lipemici o emolizzati. Mantenere per 1 giorno i campioni a
una temperatura di 2-8 °C: per periodi piu lunghi si consiglia di
congelare i campioni in aliquote a una temperatura di —20°C. Evitare di
congelare e scongelare ripetutamente i campioni.

7.

PROCEDURA DI DOSAGGIO

ATTENZIONE :
ESEGUIRE LE INCUBAZIONI CON SIERO E CONIUGATO A 4°C.

Per impedire la formazione di condensa sulle strisce, aprire le provette
contenenti la membrana una volta che le strisce si siano portate a
temperatura ambiente.

Prediluizione dei campioni e del controllo: 1:101

Posizionare le provette per la prediluizione dei campioni e del
controllo

Aggiungere 500 pl di diluente per campioni
Pipettare 5 pl di campioni e di controllo

Agitare le provette

Procedura

Pipettare 1 ml di diluente per campioni, riempire ciascun canale
contenente le strisce e incubare per 10 min a 4°C su un agitatore
oscillante

Pipettare 250 pl di campione e di controllo prediluito e aggiungerlo
al canale specifico

Incubare per 120 minuti a 4°C su un agitatore oscillante
Eliminare o aspirare il liquido da ciascun canale

Lavare 3 volte le strisce di membrana per 5 min a 4°C con 1 ml di
soluzione di lavaggio diluita

Eliminare o aspirare il liquido da ciascun canale

Aggiungere 750ul di Coniugato enzimatico specifico nel vassoio di
incubazione.

Incubare per 60 minuti a 4°C su un agitatore oscillante
Eliminare o aspirare il liquido da ciascun canale

Lavare 3 volte le strisce di membrana per 5 min con 1 ml di
soluzione di lavaggio diluita

Lavare una volta le strisce di membrana con 1 ml di acqua
deionizzata

Eliminare o aspirare il liquido da ciascun canale

Aggiungere 750ul di soluzione substrato-cromogeno nel vassoio di
incubazione

Incubare per 10 min a temperatura ambiente su un agitatore
oscillante

Eliminare o aspirare il liquido da ciascun canale
Arrestare la reazione con 2 ml di acqua deionizzata

Incubare per 5 min a temperatura ambiente su un agitatore
oscillante

Rimuovere le strisce dai canali.
Lasciarle asciugare all'aria per 30 minuti e quindi leggerle.

Fissare le strisce del test al protocollo di valutazione.

8. SCHEMA DEL DOSAGGIO
Cana_le del vassolo di Controllo Campioni
incubazione
Striscia ricoperta 1 1
Diluente per campioni 1000 pl 1000 pl
- Incubare: per 10 min a 4°C su un agitatore oscillante

Campioni prediluiti - 250 pl
Controllo positivo prediluito 250 pl -

- Incubare: per 120 min a 4°C su un agitatore oscillante
- Aspirare e lavare : 3 x 1000 pl: 5 min a 4°C

Coniugato HRPO

750 pl [ 750 pl

- Incubare: per 60 min a 4°C su un agitatore oscillante

- Aspirare e lavare : 3 x 1000 pl di soluzione di lavaggio
diluita: 5 min a 4°C

- Aspirare e lavare : 1 x 1000 pl di acqua deionizzata: 5
min a 4°C

Soluzione di substrato

750 750

- Incubare: per 10 minuti a temperatura ambiente su un
agitatore oscillante

- Aspirare la soluzione
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Canale del vassoio di

. - Controllo Campioni
incubazione

Acqua deionizzata 2000 pl 2000 pl

- Incubare: per 5 minuti a temperatura ambiente su
un agitatore oscillante

- Asciugare all’aria

- Leggere (dopo 30 minuti)

9. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Interpretazione della striscia reattiva ALPHADOTS

L'interpretazione dei risultati si basa su un esame visivo:

- Considerare l'eventuale assenza di colorazione della membrana
(laddove il controllo funzionale € in fase di reazione) come risultato
negativo

- Considerare la visualizzazione sulla membrana di una o piu macchie
di colore (deposito blu con risposte a intensita variabile) come
risultato positivo (+/++/+++).

L'intensita della reazione dell'area puntiforme ¢& direttamente
proporzionale alla quantita di autoanticorpi specifici presenti nel siero.
All'aumento del livello di anticorpi, aumenta anche l'intensita dei punti;
il solo esame visivo tuttavia non pud distinguere le differenze tra
l'intensita dei punti, che viene rappresentata come una funzione
lineare.

E possibile apprezzare l'intensita della reazione come segue:

Un punto distinto di colore blu facilmente
visualizzabile;

il risultato deve essere interpretato come
positivo

Positiva + [+

Il punto non ¢ facilmente visualizzabile;
il risultato deve essere interpretato come
borderline

Debolmente
positiva

+

Nessun punto visualizzabile;
il risultato deve essere interpretato come
negativo

Negativa -

Reazione debolmente positiva (+)

Con la maggior parte dei test di immunosierologia, le reazioni
borderline e quelle di bassa intensita indicano livelli anticorpali minimi;
risultano significativi solo i livelli anticorpali molto alti.

Alla diluizione finale d'uso (1/510), alcune aree che mostrano una
reazione debole (1) potrebbero essere difficili da interpretare.

Questo genere di reazione dovra cosi essere considerata come
borderline: in questo caso si suggerisce di rivalutare il campione a una
diluizione minore (ad esempio diluizione finale: 1/250) per confermare
0 meno la sua positivita.

Ad ogni modo, come per ogni tecnica dot blot & possibile osservare
leggere variazioni delle intensita di colore tra i diversi dosaggi, in base
a numerosi fattori (incubazioni, T°...): una reazione debolmente
positiva (+) osservata la prima volta, potrebbe apparire in seguito
come negativa (-) in un altro dosaggio.

Reazioni deboli potrebbero indicare bassi livelli di autoanticorpi o una
reazione crociata con anticorpi non specifici, che sono riscontrabili
nella normale popolazione dei pazienti (= autoanticorpi naturali 8). In
ambedue i casi, potrebbero venire riportati autoanticorpi a reazione
debole (cioe di titolo piu basso) che devono quindi essere interpretati
con cautela, dal momento che un numero significativo di campioni
normali presentano reazioni simili.

Controllo di qualita

Includere il controllo positivo in ogni dosaggio.

La mancata osservanza dei requisiti del controllo di qualita invalida il
test.

Controllo positivo: esempio di risultato

S 2
Ouw = ks)
| 8 N
™ a 8
b 8 o 2
oa S| &
c (=
S =
o
Sulfatidi +
GQ1b
GT1b @ ++
GT1a o ++
GD3 [ ) +++
GD1b +
GD1a ([ ) e+
GM3 [ ) +++
GM2 -
GM1 +
Contr Funz L4 +++

Controllo positivo

- Per linterpretazione del risultato, fare riferimento al foglietto del
Controllo di qualita incluso nel kit

- La risposta osservata per il controllo positivo pud variare da batch a
batch

- Le reazioni del controllo positivo possono essere leggermente piu
chiare o piu scure a seconda delle condizioni di incubazione.

- Il controllo positivo in dotazione con il kit non puo, in ogni caso,
essere considerato come una valutazione di cut-off dei campioni

Controllo funzionale
- Il controllo funzionale presente sul fondo di ogni membrana deve
mostrare una colorazione intensa (l'intensita del punto di controllo

funzionale non deve essere utilizzata come calibratore)

- Il controllo funzionale garantisce che i reagenti disponibili nel kit
siano attivi e che il dosaggio sia stato eseguito correttamente.

- Considerare il test come non valido e da ripetere se il punto di
controllo funzionale non & visibile sulle strisce reattive.
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10. REAZIONI CROCIATE’

Presente

Struttura -
anche in:

Un galattosio a terminale
libero associato 3 1- 3 a N- GD1b
acetil-galattosamina

Epitopo-GM1

Una N-acteil-galattosamina a
terminale libero associata 3 1-

Epitopo-GM2 4 a galattosio

Un galattosio terminale
associato 3 1-3 a glucosio e 2-

Epitopo-GM3 3 a un residuo di acido sialico

GD1a, GT1b

Un galattosio centrale
associato a 2-3 a un residuo GM1, GM2,

sialico GT1a
Epitopi-GD1a
Un galattosio terminale
associato a 2-3 a un residuo di GT1b
acido sialico

Un galattosio centrale
associato a 2-3 a 2 residui di GT1b, GQ1b
acido sialico associati a 2,8

Epitopi-GD1b

2 residui di acido sialico

Epitopo-GT1a associati al galattosio

terminale
2 residui di acido sialico
associati al galattosio GT1a
Epitopi-GQ1b terminale
2 residui di acido sialico GD1b

associati al galattosio interno

11. INDIVIDUAZIONE E RISOLUZIONE DEI
PROBLEMI

Sviluppo di colorazioni inattese:

- Alcuni campioni potrebbero presentare una colorazione scura di
fondo della membrana. Queste reazioni non specifiche devono
essere interpretate come negative

- Le strisce bagnate mostrano una colorazione di fondo scura.
Questa colorazione svanisce una volta asciugate completamente.
Esaminare esclusivamente le strisce asciutte (30 minuti).

- Tempo di incubazione e temperatura non adeguati

- Mancato controllo degli ingredienti dell’'acqua

- Il substrato o la fiala utilizzata per la preparazione del substrato
sono contaminati con sostanze ossidanti attive

Scarsa precisione:

- Campione non omogeneo una volta congelato

- Torbidita, particolato oppure contenuto altamente lipidico del
campione

- Volumi non uguali aggiunti al canale

- Eliminazione inadeguata dei liquidi

- Lavaggio incompleto

Non lasciar asciugare le strisce nei canali. Collocarle su carta
assorbente

12. LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

- Tutti i kit ALPHADIA rappresentano un supporto diagnostico ma di

per sé non sono prodotti diagnostici. | dati devono essere
interpretati unitamente alle valutazioni cliniche o/e ad altri esiti di
laboratorio.

- Non utilizzare il kit oltre la data di scadenza riportata sull’etichetta.
- Eseguire la procedura a 4°C. Una modifica di tale temperatura
indurra la perdita di sensibilita del dosaggio.

NEDERLANDS

IMMUNODOT ASSAY VOOR DE BEPALING VAN hlgG
en higM OF hlg (G+M) AUTOANTILICHAMEN TEGEN
GANGLIOSIDEN IN HUMAAN SERUM.

AD-GANGS12, AD-GANGS12
AD-GANGS-24

12 TESTEN
24 TESTEN

UITSLUITEND VOOR DIAGNOSTISCH GEBRUIK IN
VITRO

1. KLINISCHE TOEPASSINGEN
Gangliosiden

Gangliosiden zijn siaalzuurhoudende glycosfingolipiden die bestaan uit
een lange keten alifatisch amine (ceramide), gehecht aan tussen één
en vijff hexosen, waarvan ten minste één een sialyl moet zijn. De
aanwezigheid van (een) siaalzuurhoudende molecu(u)l(en), gehecht
aan galactoserest(en) in de hexosekern, wordt gedefinieerd als
glycosfingolipide als een ganglioside (1).

Gangliosiden  bevinden zich in de buitenste laag van
plasmamembranen en zijn in grote mate aanwezig in de myelineschede
van de Schwann-cellen (perifeer zenuwstelsel) en van de
oligodendrocyten (centraal zenuwstelsel) (2).

Neuropathie en anti-glycoconjugaat autoantilichamen

Het eerste klinische syndroom waarbij anti-glycoconjugaat
autoantilichamen zijn beschreven, was de IgM paraproteinemische
neuropathie geassocieerd met anti-MAG autoantilichamen (1). Verdere
onderzoeken brachten de aanwezigheid van perifere neuropathie en
anti-glycolipiden autoantilichamen aan het licht, zoals anti-ganglioside
of anti-MAG in een groot aantal perifere neuropathische aandoeningen
(zie ook: 2 - 6). Daar waar men aanvankelijk sceptisch stond tegenover
de significantie van anti-glycolipiden autoantilichamen, erkende men
later dat deze autoantilichamen rechtstreeks kunnen bijdragen tot de
pathogenese van neuropathie.

PROFIEL
VAN
GANGLIO Ab
SENSORISCHE DEMYELINISERENDE
SULFATIDEN > POLYNEUROPATHIE (IgM)
GQib — FISHER-SYNDROOM (IgG)
GT1b — CANOMAD (IgM)
— CERVICOBRACHIALE GROEP-B-
GT1a STREPTOKOKKEN (IgG)
GD3 — ATAXISCHE SENSORISCHE
NEUROPATHIE
D16 — - ACUUT (IgG)
- CHRONISCH (IgM)
GD1a —» | MOTORISCHE NEUROPATHIE (IgM)
GM3 — CANOMAD (IgM)
— CHRONISCHE INFLAMMATOIRE
GM2 DEMYELINISERENDE
POLYNEUROPATHIE (IgG)
MULTIFOCALE MOTORISCHE
NEUROPATHIE (IgM)
AXONALE VORM VAN GROEP-B-
GM1 ’ STREPTOKOKKEN (ACUTE
MOTORISCHE AXONALE
NEUROPATHIE) (IgG)
Functie-
controle
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2. PRINCIPE VAN DE ASSAY

De ALPHADIA Ganglioprofile-kit bevat een kwalitatieve in vitro assay
voor humane autoantilichamen (IgG, IgM of Ig G+M) tegen tien
specifieke gangliosiden: sulfatiden, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b,
GD1a, GM3, GM2 en GM1.

Tijdens de eerste incubatie reageren de in het verdunde serum
aanwezige specifieke autoantilichamen met de dot ganglioside-
membraanstrips. Vervolgens worden de strips gewassen om
ongebonden antilichamen en andere serumverbindingen te
verwijderen. Tijdens de tweede incubatie wordt een aan HRP
gekoppeld anti-humaan antilichaam aan het traykanaal toegevoegd en
dat reageert met het aan de membraanstrips geimmobiliseerde
humane IgG- en IgM-antilichaam. Na een volgende wasfase om
ongebonden conjugaat te verwijderen, worden specifieke antilichamen
opgespoord door te incuberen met de substraatoplossing.

3. REAGENTIA GELEVERD MET DE KIT

1. Gecoate strips: 12 of 24 membraanstrips gecoat met
gangliosideantigenen. Bewaar ongebruikte membraanstrips bij
4°C, beschermd tegen vocht met een desiccanszakje.

2. Positieve controle: 1 microbuisje (30 pl) met positief serum.
Bewaarmiddel: NaN3 (< 0,1%).

3. Enzymconjugaat: 1 of 2 flacons (10 ml) met:

- anti-hlgG geconjugeerd aan horseradish peroxidase (HRPO)
voor AD-GANG12

- anti-hlgM  geconjugeerd aan horseradish peroxidase
(HRPO) voor AD-GANG12

- anti-hlg (G+M) geconjugeerd aan horseradish peroxidase
(HRPO) voor AD-GANGS12 en AD-GANGS24

Bewaarmiddel: neomycine. Klaar voor gebruik.

4. Verdunningsvloeistof voor monster(s): 1 of 2 flacons (32,5 ml)
met buffer. Bewaarmiddel: NaNj3 (< 0,1%). Klaar voor gebruik.

5. Wasbuffer: 1 flacon (40 ml) met fosfaatbuffer met een detergens.
Bewaarmiddel: thimerosal (< 0,1%). Vul de inhoud van de flacon
met gedestilleerd water aan tot 400 ml (eindvolume). De
verdunde wasoplossing blijft gedurende 1 maand houdbaar bij
4 °C.

6. Substraatoplossing: 1 of 2 flacons (10 ml) met
tetramethylbenzidine. Klaar voor gebruik.

7. Incubatietray: 1 of 2 x 12 kanalen.

4. VEREISTE MAAR NIET GELEVERDE
MATERIALEN

Regelbare, automatische micropipetten met wegwerptippen.
- Maatcilinder.
- Aspiratiepomp
- Gedestilleerd water
— Tuimelend schudapparaat.

5. WAARSCHUWINGEN EN
VOORZORGSMAATREGELEN

Om persoonlijke besmetting en besmetting van de omgeving te
vermijden, dienen de volgende voorzorgsmaatregelen in acht te
worden genomen:

— Gebruik wegwerphandschoenen als u met potentieel infectieus
materiaal werkt en als u het assay uitvoert.

— Pipetteer de reagentia niet met de mond.

— Niet roken, eten, drinken of cosmetica aanbrengen tijdens het
assay.

— Chromogen dient zorgvuldig te worden behandeld. Vermijd contact
met de huid, ogen en slijmvliezen. Bij ongevallen dient grondig met
stromend water te worden gespoeld.

— Alle materialen van menselijke oorsprong die voor de bereiding van
deze kit worden gebruikt, gaven een negatief resultaat voor HbsAg,
anti-HIV en anti-HCV. Aangezien op dit moment geen enkele test
de volledige afwezigheid van deze virussen kan garanderen,
dienen alle voor dit assay gebruikte monsters en reagentia als
potentieel infectieus materiaal te worden beschouwd. Daarom dient

het afval naar aanleiding van de test te worden ontsmet en te
wordenweggegooid in overeenstemming met de vastgelegde
veiligheidsprocedures. Ontvlambare wegwerpmaterialen moeten
worden verbrand; niet-ontvlambare wegwerpmaterialen moeten
gedurende ten minste 1 uur bij 121 °C worden gesteriliseerd in een
autoclaaf.

— Aan vloeibaar afval moet natriumhypochloriet met een
eindconcentratie van 3% worden toegevoegd. Laat het hypochloriet
gedurende ten minste 30 minuten werken. Vloeibaar afval dat een
zuur bevat, moet met de desbetreffende hoeveelheid van een base
worden  geneutraliseerd alvorens te  behandelen  met
natriumhypochloriet.

— Vermijd spatten en aérosolvorming. Indien er werd gemorst, dient er
zorgvuldig met een oplossing van 3% natriumhypochloriet te worden
gewassen en dient deze reinigingsvloeistof te worden weggegooid
als zijnde potentieel infectieus afval.

— Sommige reagentia bevatten natriumazide als conserveermiddel.
Om ophoping van explosieve metaalaziden in loden en koperen
afvoerleidingen te vermijden, dienen reagentia te worden afgevoerd
door de afvoerleidingen ruimschoots met water na te spoelen.

Om reproduceerbare resultaten te verkrijgen, moeten de volgende
regels in acht worden genomen:

- Reagentia van verschillende charges of van andere leveranciers
mogen niet worden gemengd

- Voor de juistheid van de resultaten is het aanbevolen om de
incubuatietijden en temperaturen strikt te volgen.

- Laat de membraanstrips op kamertemperatuur komen
alvorens het bewaarde buisje te openen.

- Laat de reagentia véor gebruik niet bij kamertemperatuur
staan; bewaar ze bij 4 °C.

- Gebruik de reagentia niet langer dan de aangegeven vervaldatum

- Onvolledig of inefficiént wassen kan leiden tot een lage precisie
en verhoogde achtergrond kleuring.

- Gebruik glaswerk, dat grondig werd gereinigd en niet
gecontamineerd is met metaalionen of oxiderende bestanddelen.

- Gebruik gedestilleerd water, dat wordt bewaard in een propere
verpakking.

- Vermijd besmettingen bij monsters onderling. Gebruik daarom
wegwerptips voor elk monster en reagens

- Gebruik geen microbieel besmette stalen noch stalen waarin zich
veel zichtbare partikels bevinden.

- Kruisbesmeting van reagentia of stalen kan vals negatieve
resultaten veroorzaken. Gebruik een nieuwe, propere wegwerptip
voor elke manipulatie van reagentia of stalen.

- Volg de exacte incubatietijden.

- Verschillende factoren kunnen de testperformance beinvioeden.
Bvb. De juistheid en herhaalbaarheid van de pipeteertechniek,
afwijking van de voorgeschreven tijden.

- Uitsluitend droge = membraanstrips mogen worden
beoordeeld.

6. MONSTERNAME

Enkel een serummonster mag worden gebruikt. In hoge mate
lipemische of gehemolyseerde monsters moeten worden afgevoerd.
Bewaar monsters gedurende 1 dag bij 2 -8 °C. Indien de monsters
gedurende langere tijd worden bewaard, verdient het aanbeveling ze in
aliquots in te vriezen bij —20 °C. De monsters herhaaldelijk invriezen en
ontdooien dient te worden vermeden.

7. ASSAYPROCEDURE
OPGELET:

INCUBATIES MET SERUM EN CONJUGAAT MOETEN BIlJ 4°C
WORDEN UITGEVOERD.

Om condens op de strips te voorkomen, moeten de buisjes met het
membraan worden geopend wanneer de strips op kamertemperatuur
zijn.
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Voorafgaande verdunning voor monster(s) en controle: 1:101

- Verdeel buisjes met een voorafgaande verdunning over het (de)
monster(s) en de controle.

- Voeg 500 pl verdunningsvloeistof voor monster(s) toe.
- Pipetteer 5 pl van het (de) monster(s) en de controle.
- Meng de buisjes.

Procedure

- Pipetteer 1 ml van de verdunningsvloeistof voor monster(s), vul elk
kanaal dat strips bevat en incubeer gedurende 10 minuten bij 4 °C
met een tuimelend schudapparaat.

- Pipetteer 250 pl van het vooraf verdunde monster en de controle,
en voeg ze toe aan het specifieke kanaal.

- Incubeer gedurende 120 minuten bij 4 °C met een tuimelend
schudapparaat.

- Elimineer of aspireer de vloeistofvorm uit elk kanaal.

- Was de membraanstrips 3 keer gedurende 5 minuten bij 4°C met
1 ml verdunde wasoplossing.

- Elimineer of aspireer de vloeistofvorm uit elk kanaal.
- Voeg 750 pl specifiek enzymconjugaat aan de incubatietray toe.

- Incubeer gedurende 60 minuten bij 4°C met een tuimelend
schudapparaat.

- Elimineer of aspireer de vloeistofvorm uit elk kanaal.

- Was de membraanstrips 3 keer gedurende 5 minuten met 1 ml
verdunde wasoplossing.

- Was de membraanstrips 1 keer met 1 ml gedeioniseerd water.

- Elimineer of aspireer de vloeistofvorm uit elk kanaal.

- Voeg 750 pl substraat-chromogeen-oplossing aan de incubatietray
toe.

- Incubeer gedurende 10 minuten bij kamertemperatuur met een
tuimelend schudapparaat.

- Elimineer of aspireer de vloeistofvorm uit elk kanaal.
- Stop de reactie met 2 ml gedeioniseerd water.

- Incubeer gedurende 5 minuten bij kamertemperatuur met een
tuimelend schudapparaat.

- Haal de strips uit de kanaaltjes
- Laat gedurende 30 min aan de lucht drogen en lees af.

- Fixeer de teststrips volgens het beoordelingsprotocol.

8. SCHEMA VAN DE ASSAY

Incubatie traykanaal Controle Monster(s)
HRPO-conjugaat 750 pl 750 pl
- Incubeer: 60 minuten bij 4°C met een tuimelend
schudapparaat
- Aspireer en was: 3 x 1000 pl: 5 minuten bij 4°C
Substraatoplossing | 750 pl | 750 pl

- Incubeer: 10 minuten bij kamertemperatuur met een
tuimelend schudapparaat
- Aspireer de oplossing

Gedeioniseerd water | 2000 pl [ 2000 pl

- Incubeer: 5 minuten bij kamertemperatuur met een
tuimelend schudapparaat

- Aan lucht drogen

- Aflezen (na 30 min)

Incubatie traykanaal Controle Monster(s)
Gecoate strip 1 1
Verdunningsvloeistof  voor 1000 pl 1000 pl
monster(s)

- Incubeer: 10 minuten bij 4°C met een tuimelend
schudapparaat
Vooraf verdund(e) - 250 pl
monster(s)
Vooraf verdunde positieve 250 pl -
controle

- Incubeer: 120 minuten bij 4°C met een tuimelend
schudapparaat

- Aspireer en was: 3 x 1000 pl verdunde wasoplossing:
5 minuten bij 4°C

- Aspireer en was: 1 x 1000 pl gedeioniseerd water :
5 minuten bij 4°C

9. INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Interpretatie van de ALPHADOTS-strip

De interpretatie van de resultaten bestaat uit een visueel onderzoek:

- Een eventuele afwezigheid van de kleuring van het membraan
(terwijl de functionele controle wel een reactie vertoont) moet als een
negatief resultaat worden beschouwd.

- Op het membraan verschijnen één of meerdere gekleurde viekken
(blauwe neerslag met verschillende intensiteitsreacties) die als een
positief resultaat moeten worden beschouwd (+/++/+++).

De intensiteit van de dot-reactie is recht evenredig met de hoeveelheid
specifieke autoantilichamen die in het serum aanwezig zijn. Naarmate
het gehalte aan antilichamen stijgt, stijgt ook de dot-intensiteit. Een
visueel onderzoek alleen kan echter geen onderscheid maken tussen
de dot-intensiteit die als een lineaire functie relateert.

De intensiteit van de reactie kan als volgt worden beoordeeld:

Er kan gemakkelijk een blauw gekleurde, te
onderscheiden dot worden waargenomen;
het resultaat dient als positief te worden
geinterpreteerd.

Positief + [+HH[+++

De dot is niet gemakkelijk waarneembaar;
het resultaat dient als een grensgeval te
worden geinterpreteerd.

Zwak
positief

+

Er is geen dot waarneembaar;
het resultaat dient als negatief te worden
geinterpreteerd.

Negatief -

Zwak positieve reactie (+)

Bij de meeste immunoserologische bepalingen duiden grensgevallen
en reacties met een lage intensiteit op een minimaal gehalte aan
antilichamen; enkel de zeer hoge gehaltes aan antilichamen zijn
significant.

Bij de uiteindelijk gebruikte verdunning (1/510) is het mogelijk dat een
aantal vlekken met een zwakke reactie (+) moeilijk te interpreteren zijn.
Daarom moet dit soort reactie als een grensgeval worden beschouwd:
in dit geval raden wij aan het monster bij een lagere verdunning
opnieuw te beoordelen (bijvoorbeeld een uiteindelijke verdunning van
1/250) om de positiviteit ervan wel of niet te kunnen bevestigen.

Bij gelijk welke dot-blot-techniek kunnen er echter, afhankelijk van
verschillende factoren (incubatie, T°, enz.), lichte variaties in
kleuringsintensiteit tussen de verschillende runs worden waargenomen:
een aanvankelijk zwak positieve reactie (t) kan later bij een andere run
als een negatieve reactie (-) worden waargenomen.

Zwakke reacties kunnen ofwel op een laag gehalte aan
autoantilichamen wijzen of op niet-specifieke kruisreagerende
antilichamen die bij de normale patiéntenpopulatie (= natuurlijk
voorkomende autoantilichamens) worden gevonden. In gelijk welk geval
kan een zwak reagerend autoantilichaam (d.w.z. een lagere titer)
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worden gemeld die met de nodige omzichtigheid moet worden
geinterpreteerd aangezien een significant aantal normale specimens
een vergelijkbare reactie zal vertonen.

Kwaliteitscontrole
Bij elke run moet een positieve controle worden uitgevoerd.
Indien de vereisten voor kwaliteitscontrole niet kunnen worden

nageleefd, is de bepaling ongeldig.

Positieve controle: voorbeeld van een resultaat

o 4 0L ;‘%
oF |2E|
Sulfatides +
GQ1b
GT1b [ ++
GTla @ ++
GD3 o +H+
GD1b +
GD1a [ +H+
GM3 [ ) 4+
GM2 -
GM1 +
Funct. contr.
[ J +++

Positieve controle

- Raadpleeg het met de kit meegeleverde kwaliteitscontroleblad voor
de interpretatie van het resultaat.

- De voor de positieve controle waargenomen reactie kan van lot tot
lot variéren.

- De reacties van de positieve controle kunnen ofwel een beetje
donkerder of een beetje lichter zijn, afhankelik van de
incubatiecondities.

- De met de kit meegeleverde positieve controle kan in geen
geval als een cut-off-beoordeling van de monsters worden
beschouwd.

Functionele controle
- De functionele controle die onderaan elk membraan aanwezig is,
moet een intense kleuring vertonen (de intensiteit van de dot van de

functionele controle mag niet als kalibrator worden gebruikt).

- De functionele controle garandeert dat de in de kit beschikbare
reagentia actief zijn en dat de bepaling correct werd uitgevoerd.

- De test moet als ongeldig worden beschouwd en herhaald als de dot
van de functionele controle niet zichtbaar is op de strips.

10. KRUISREACTIES ’

Structuur

Ook aanwezig
op:

GM1 - Epitoop

Een terminale vrije galactose
linkte R 1-3 aan N-acetyl-
galactosamine

GD1b

GM2 - Epitoop

Een terminale vrije N-acetyl-
galactosamine linkte 3 1-4 aan
galactose

GM3 - Epitoop

Een terminale galactose linkte

3 1-3 aan glucose en linkte a

2-3 aan een siaalzuurhoudend
rest

GD1a, GT1b

GD1a — Epitopen

Een centrale galactose linkte a
2-3 aan een siaalrest

Een terminale galactose linkte
a 2-3 aan een
siaalzuurhoudend rest

GM1, GM2,
GT1a

GT1b

GD1b — Epitopen

Een centrale galactose linkte a
2-3 aan 2 siaalzuurhoudende
resten en linkte a 2,8

GT1b, GQ1b

GT1a - Epitoop

2 siaalzuurhoudende resten
gelinkt aan de terminale
galactose

GQ1b - Epitopen

2 siaalzuurhoudende resten
gelinkt aan de terminale
galactose

2 siaalzuurhoudende resten
gelinkt aan de interne
galactose

GT1a

GD1b

11. FOUTOPSPORING

Onverwachte kleurontwikkeling:

Het is mogelijk dat een monster een donkere achtergrondkleuring
van het membraan geeft. Deze aspecifieke reacties moeten als
negatieve reacties worden geinterpreteerd.

De natte strips geven een donkere achtergrondkleur. Deze kleur
verdwijnt nadat de strips volledig droog zijn. Uitsluitend droge
membraanstrips (30 min) mogen worden beoordeeld.

Incorrecte incubatietijd en -temperatuur.

Waterkwaliteit niet gecontroleerd.

Het substraat of de flacon, gebruikt om het substraat te bereiden, is
besmet met oxiderende actieve bestanddelen

Slechte precisie:

Niet-homogeen monster na invriezen.

Troebelheid, deeltjes of hoog lipidengehalte van het monster.
Ongelijke volumen aan het kanaal toegevoegd.

Vloeistoffen onvoldoende geélimineerd.

Onvolledige wasfase.

Laat de strips tijdens het drogen niet in de kanaaltjes zitten. Leg ze op
absorberende tissues.

12. BEPERKINGEN VAN DE PROCEDURE

Alle ALPHADIA kits zijn een diagnostisch hulpmiddel en zijn zelf niet
diagnostisch. De gegevens moeten samen met de Klinische
beoordeling en/of andere laboratoriumbevindingen worden
geinterpreteerd.

De kit mag enkel tot de op het etiket van de kit vermelde
houdbaarheidsdatum worden gebruikt.

De procedure moet bij 4 °C worden uitgevoerd. Een andere
temperatuur veroorzaakt een verlies aan gevoeligheid van de
dosering.
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PORTUGUES

ENSAIO IMUNODOT PARA DETERMINAGCAO DE
ANTICORPOS higG & higM OU hig (G+M) CONTRA
GANGLIOSIDEOS EM SORO HUMANO.

AD-GANG12, AD-GANGS12 12 Determinagdes
AD-GANGS24 24 Determinagdes

SOMENTE PARA DIAGNOSTICO IN VITRO
1. APLICAGOES CLINICAS

Gangliosideos

Gangliosideos s&o glicofingolipideos contendo acido sidlico,
compostos por uma cadeia longa de amina alifatica (ceramida)
anexada entre uma e cinco hexoses, e por ultimo uma das quais deve
ser sialitada. A presenga da molécula(s) de acido sialico anexada a
residuo(s) de galactose no nucleo hexose define um glicofingolipideo
como um gangliosideo (1).

Gangliosideos sao localizados fora da membrana plasmatica e séo
abundantes na bainha mielina das células de Schwann (sistema
nervoso periférico) e de olidodendrécitos (sistema nervoso central)

(2).
Neuropatia e anticorpos anti-Glicoconjugado

A primeira sindrome clinica, na qual o anticorpo anti-conjugado foi
descrito, foi a Neuropatia Paraproteinémica IgM associada com
anticorpos anti-MAG (1). Estudos recentes revelaram a presenca de
Neuropatia Periférica e anticorpos anti-Glicolipideos como anti-
Gangliosideo ou anti-MAG em larga porgdo de condigbes
neuropaticas periféricas (para revisdo 2-6). Inicialmente a significancia
sobre anticorpos anti-Glicolipideos foi recolocada pelo reconhecimento
que estes anticorpos podem contribuir diretamente para a patogénese
da Neuropatia.

Perfil Ab
GANGLIO

POLINEUROPATIA SENSORIA
SULFATIDAS > DEMIELINANTE ( IgM )
GQ1b —> SINDROME MILLER-FISHER (IgG)
GT1b —> CANOMAD (IgM)
GT1a —> CERVICO-BRAQUIAL GBS (IgG)
GD3 — | NEUROPATIA SENSORIA ATAXICA

- AGUDA (IgG)
GD1b — - CRONICA (IgM)
GD1a —> NEUROPATIA MOTOR (IgM)
GM3 —> CANOMAD (IgM)
GM2 —> CIDP (IgG)

NEUROPATIA MOTOR MULTIFOCAL
GM1 — (IgM)
FORMA AXONAL DE GBS (AMAN) (IgG)

Controle
funcional

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O kit Ganglioperfil ALPHADIA fornece um ensaio qualitativo in vitro
para anticorpos humanos (IgG, IgM ou Ig G+M) contra dez especificos
Gangliosideos: sulfatidas, GQ1b, GT1b, GT1a, GD3, GD1b, GD1a,
GM3, GM2 e GM1.

Durante o primeiro tempo de incubagédo, o anticorpo especifico
presente no soro diluido reage com a tira membrana de dot
gangliosideos. Estas tiras sdo entédo lavadas para remover anticorpos

néo ligados e outros componentes do soros. Em um segundo tempo
de incubagdo, um anticorpo anti-humano marcado com HRPO é
adicionado a bandeja de canais e reage com o anticorpo humano 1gG
and IgM imobilizado nas tiras de membrana. Apds nova lavagem para
remover o conjugado nao ligado, anticorpos especificos sao revelados
apos incubagédo com solugéo substrato.

3. REAGENTES FORNECIDOS COM O KIT

1. Tiras adsorvidas: 12 ou 24 tiras membranas adsorvidas com
antigenos gangliosideos. Mantenha as tiras membranas nao
usadas a 4°C, protegidas da umidade na embalagem com
dessecante.

2. Controle Positivo : 1 microtubo (30ul) de soro positivo
Preservativo : NaN; (<0,1%)

3. Enzima conjugado : 1 ou 2 tubos (10 ml) de:

- anti-hlgG conjugado com peroxidase (HRPO),
para AD-GANG12

- anti-higM conjugado com peroxidase (HRPO),
para AD-GANG12

- anti — hlg (G+M) conjugado com peroxidase (HRPO), para
AD-GANGS12 e AD-GANGS24

Preservativo : Neomicina. Pronto para uso.

4. Diluente da amostra : 1 ou 2 frascos (32,5 ml) de tampéo.
Preservativo: NaN; (<0,1%). Pronto para uso.

5. Tampao de lavagem : 1 frasco (40 ml) de tampao fosfato com
detergente. Preservativo: Timerosal (<0,1%). Pegue um frasco
contendo 400 ml (final volume) com agua destilada. A solugéo de
lavagem diluida é estavel por 1 més a 4°C.

6. Solugao substrato : 1 ou 2 frascos (10ml) de tetrametilbenzidina.
Pronto para uso.

7. Bandeja de Incubagéo : 1 ou 2 x 12 canais

4. MATERIAL REQUERIDO MAS NAO FORNECIDO

— Micropipetas ajustaveis com ponteiras descartaveis
— Cilindro graduado

— Agua destilada.

— Bomba de aspiragéo

— Agitador

5. AVISOS E PRECAUGOES

A fim de evitar contaminagido pessoal e ambiental, as seguintes
precaucoes devem ser observadas:

- use luvas descartaveis ao manusear material potencialmente
infectado e ao executar o ensaio.

- ndo pipete reagentes com a boca.

- nado fume, ndo coma, ndo beba e nao aplique cosmético durante
0 ensaio

- o cromégeno e o reagente de bloqueio devem ser manuseado
com cuidado. Evite contacto com pele, olhos e membranas
mucosas. Em caso de acidente enxagle completamente com
agua corrente.

- Todos os materiais de origem humana usados para a preparagao
deste kit foram negativos para HBsAg, anti-Anti-HIV e anti-HCV.
Até o presente momento ndo existe nenhum teste que possa
garantir a auséncia completa destes virus, portanto, todas as
amostras e reagentes usados no ensaio devem ser considerados
potencial infectados; conseqlientemente, os residuos do ensaio
devem ser descontaminados e descartados, de acordo com
procedimentos de segurancga estabelecidos. O material inflamavel
descartavel deve ser incinerado; o material ndo inflamavel
descartavel deve ser esterilizado em autoclave por pelo menos 1
hora a 121°C.

- os descartes liquidos devem ser colocados em solugdo de
hipoclorito de sédio com uma concentragéo final de 3% . Deixar o
hipoclorito agir por pelo menos 30 minutos. Os descartes liquidos
que contém acidos devem ser neutralizados com quantidades
apropriadas de base antes do tratamento com o hipoclorito de
sédio.
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- evite espirros e formagdo de aerossdis; em caso de
derramamento, lave cuidadosamente com solugao de hipoclorito
de sddio a 3% e descarte este liquido como residuo
potencialmente contaminado.

- alguns reagentes contém azida sodica como o preservativo;
para prevenir a deposicdo de metais azidas explosivos nos
encanamentos de chumbo e cobre, os reagentes devem ser
descartados utilizando-se grandes quantidades de agua.

A fim de obter resultados reproduziveis, as seguintes regras
devem ser observadas:

- ndo misture reagentes de lotes diferentes ou de outros
fabricantes.

- para aderéncia estrita, tempo especifico e temperatura de
incubagao sdo recomendados para resultados acurasseis.

- Permitir o que as tiras de membrana equilibrem-se a temperatura
ambiente antes de abrir o tubo armazenado.

- Nao permita que os reagentes equilibrem-se a temperatura
ambiente antes do uso, mantenha-os a 4°C.

- néo use reagentes depois de expirado o prazo de validade

- incompleta ou ineficiente lavagem podera causar pouca preciséo
ou alto background.

- utilize vidraria completamente limpa, livre de contaminagdo com
ions de metal ou de substancias oxidativas.

- Utilize agua destilada, armazenada em recipientes limpos.

- Evite qualquer contaminagao entre amostras; para isto, ponteiras
descartaveis devem ser usadas para cada amostra e reagente.

- soros contaminados ou amostras contendo particulas visiveis
ndo devem ser usadas.

- contaminacdes cruzadas de reagentes ou amostras podem
causar falsos resultados. Use ponteiras novas e limpas para
cada amostra e reagente utilizado.

- nao exponha o substrato a luz durante a incubagdo ou
estocagem.

- Siga os tempos exatos de incubagéo.

- Uma variedade de fatores influenciam a performance do ensaio.
Estes incluem acuracia e reprodutibilidade das técnicas de
pipetagem, polarizagédo do sincronismo durante o ensaio

- Somente tiras de membranas secas devem ser utilizadas.

6. COLETA DA AMOSTRA

E recomendado o uso de soro. Amostras altamente lipémicas ou
hemolizadas devem ser descartadas. Mantenha as amostras a 2-
8°C por 1 dia; para periodos maiores é aconselhavel alicotar a -20°C.
Congelar e descongelar as amostras deve ser evitado.

7. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

ATENCAO:

INCUBAGOES COM SORO E CONJUGADO DEVEM SER
EXECUTADAS A 4°C.

Para prevenir a condensagao das tiras, abra os tubos contendo a
membrana quando as tiras atingirem a temperatura ambiente.

Pré diluicido das amostra(s) e do controle: 1:101

- Coloque os tubos para amostra(s) e controle
- Adicione 500 pl do diluente da amostra

- Pipete 5 ul da amostra(s) e controle

- Inverta os tubos

Procedimento

- Pipete 1 ml do diluente da amostra, complete cada canal contendo
as tiras e incube 10 min a 4°C no agitador

- Pipete 250 pl de amostra e controle pré diluidos e adicione entédo a
o canal especifico

- Incube por 120 minutos a 4°C no agitador

- Elimine ou aspire a forma liquida de cada canal.

- Lave as tiras membranas 3 vezes por 5min a 4°C com 1ml de
solugdo de lavagem diluida.

- Elimine ou aspire a forma liquida de cada canal

- Adicione 750ul de Enzima Especifico Conjugado dentro da bandeja
de incubacgao.

- Incube por 60 minutos a 4°C no agitador
- Elimine ou aspire a forma liquida de cada canal

- Lave as tiras 3 vezes por 5min com 1ml de solugdo de lavagem
diluida

- Lave as tiras 1 vez com 1 ml de agua deionizada

- Elimine ou aspire a forma liquida de cada canal

- Adicione 750ul de solugéo substrato-cromogéno dentro da bandeja
de incubacao

- Incube 10 min & temperatura ambiente em um agitador.
- Elimine ou aspire a forma liquida de cada canal

- Pare areagdo com 2ml de agua deionizada

- Incube 5 min a temperatura ambiente em um agitador.
- Remova as tiras dos canais.

- Deixe-as secar no ar por 30 minutos e leia.

- Fixe as membranas teste, para avaliagao do protocolo.

8. ESQUEMA DO ENSAIO

Banldeja carlal de Controle Amostra(s)
ncubagao
Tira adsorvida 1 1
Diluente da amostra 1000 pl 1000 pl

- Incube : 10 min a 4°C no agitador
Amostras Pré diluidas - 250 pl
Controle positivo pré diluido 250 pl -

- Incube : 120 min a 4°C no agitador
- Aspire e lave : 3 x 1000 ul : 5 min a 4°C

HRPO conjugado | 750 pl [ 750 pl

- Incube : 60 min a 4°C no agitador

- Aspire e lave : 3 x 1000 pl de solugéo de lavagem
diluida : 5 min a 4°C

- Aspire e lave : 1 x 1000 pl de dgua deionizada : 5 min a
4°C

Solug&o substrato | 750 ul | 750 pl

- Incube : 10 min a TA no agitador
- Aspire a solugéo

Agua deionizada | 2000 pl | 2000 pl

- Incube : 5 min a TA no agitador
- Arseco
- Leia apés 30 minutos

9. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Interpretacao da tira ALPHADOTS

A interpretacédo dos resultados consiste no exame visual:

- Auséncia de coloragdo na membrana (visto que, o controle funcional
esta funcionando) deve ser considerado como resultado negativo

- Aparecimento na membrana de um ou varios pontos coloridos
(dep6sitos azuis com respostas de varias intensidades) deve ser
considerado como resultado positivo (+/++/+++).
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A intensidade da reagéo dot é diretamente proporcional a quantidade
de autoanticorpos especificos presente no soro. Como os niveis de
anticorpos aumentam, a intensidade do dot também aumentard,
entretanto o exame visual sozinho ndo pode diferenciar entre a
intensidade do dot, isso relaciona-se como uma fungéo linear.

A intensidade da reagao pode ser analisada a seguir:

A coloragao azul é facilmente
visualizada;

O resultado deve ser interpretado
como positivo

Positivo + [++/+++

O dot nao é facilmente visualizado;
O resultado deve ser considerado
como limite

Fracamente
positivo

+

O dot néo é visto;
O resultado deve ser interpretado
como negativo

Negativo -

Reacéo fracamente positiva (+)

Como na maioria dos ensaios imunosoroldgicos, reacdes limite ou de
baixa intensidade indicam niveis minimos de anticorpos, somente
niveis muito altos de anticorpos séo significantes.

Na diluigéo final de uso (1/510), alguns pontos mostrando uma fraca
reagao () podem dificultar a interpretagdo. Este tipo da reagdo sera
considerado como limite: neste caso ndés recomendamos reavaliar a
amostra em uma diluigdo mais baixa (como por exemplo dilui¢éo final:
1/250) a fim de confirmar ou ndo sua positividade.

Entretanto, como em qualquer técnica de dot, ligeiras variagbes de
intensidades na coloracdo dependendo de diversos fatores
(incubagdes, T°...), podem ser observados entre diferentes corridas:
uma reagao fraca positiva (+) observada no inicio, pode ser observada
mais tarde como negativa (-) em uma outra corrida.

As reagdes fracas podem indicar baixos niveis de autoanticorpos ou
reagdes cruzadas de anticorpos ndo especificos, que sdo encontrados
na populagéo de pacientes normais (= auto anticorpos naturais 8). Em
ambos os casos, autoanticorpos reagindo fracamente (isto é titulos
mais baixos) podem ser relatados e devem ser interpretados com
cuidado desde que um numero significativo de espécimes normais
tenham reagbes similares.

Controle de qualidade

O controle positivo deve ser incluido em cada corrida.

Falha em encontrar os requerimentos do controle de qualidade
invalidam o ensaio.

Controle positivo: exemplo de resultado

[} ©

= 0
oy | 2 8
0K < [
2 @ =
oo o 2

= =

o

(&)

Sulfatides +
GQ1b -
GT1b o ++
GTla () ++
GD3 ([ ) +++
GD1b +

GD1a ( ] +++

GM3 o +++
GM2 -
GM1 +
Funct

ctl ® +++

Controle positivo

- Para a interpretagéo do resultado, por favor, siga a bula de Controle
de Qualidade incluida no kit.

- A resposta observada para o controle positivo pode diferenciar de
grupo para grupo

- Reagbes de controle positivo podem ser estreitamente escuras ou
claras dependendo das condigdes de incubagéo.

- Controle positivo fornecido com o kit ndo pode, em nenhum
caso, considerado como avaliagdo do ponto de corte das
amostras.

Controle Funcional
- O controle funciona presente na garrafa de cada membrana deve
mostrar uma intensa coloragdo (a intensidade do controle funcional

ndo deve ser usado como calibrador).

- O controle funcional assegura que os reagentes disponiveis no kit
sdo ativos e que o ensaio foi executado corretamente.

- O teste deve ser considerado invalido e repetido, se o controle
funcional n&o for visulaizado nas tiras.
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10. REAGOES CRUZADAS ’

ESTRUTURA Presente
também em:
Galactose terminal livre
GM1 - Epitopo ligadaR 1- 3 a N-acetil - GD1b
galactosamina
N-acetil — galactosamina
GM2 - Epitopo terminal livre B 1-4 ligada a
galactose
Galactose terminal ligada R 1-
GM3 - Epitopo | 5@ glucoseeligadad23a | gnq, Gryp
residuo de acido sialico
Galactose central ligada a 2-3 GM1, GM2,
a residuo sialico GT1a
GD1a - Epitopos | Galactose terminal ligada a 2-
3 a residuo de acido sialico
GT1b
Galactose central ligada a 2-3
GD1b — Epitopos | a2 residuos de acido sidlico | GT1b, GQ1b
aa28
GT1a — Epitopo 2 residuos de acido S|a_I|co
ligado a galactose terminal
2 residuos de acido sialico
: ) GT1a
ligados a galactose terminal
GQ1b - Epitopos
2_ residuos de aC|do_S|aI|co GD1b
ligados a galactose interna

11. PROBLEMAS

Desenvolvimento de coloracdo inesperada

Algumas amostras podem dar manchas escuras no fundo da
membrana. Estas reagbes inespecificas devem ser interpretadas
como negativas.

As tiras molhadas mostram um background escuro. Esta cor
desaparece apds as tiras secarem completamente. Somente tiras
secas devem ser avaliadas (30 minutos).

Inadequado tempo e temperatura de incubagéo

Ingredientes na dgua sem controle

Substrato ou frasco usado para preparo do substrato contendo
substancias ativas oxidantes.

Precisédo baixa :

Amostras ndo homogeneizadas apds descongelamento.
Amostras contendo turbidez, particulas e lipideos.
Volumes desiguais adicionados aos canais.

Inadequada eliminagéo de fluidos

Lavagens incompletas

Nao deixe as tiras nos canais para secar.Coloque-as em um tecido
absorvente.

12. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Todos os kits ALPHADIA s&o diagndsticos adicionais e por si s6
ndo sao diagndsticos conclusivos. Os dados devem ser
interpretados em conjunto com a avaliagdo clinica e/ou outros
achados laboratoriais.

O kit ndo deve ser usado apds vencido o prazo de validade
marcado na etiqueta..

O procedimento deve ser realizado a 4°C. A modificagdo nesta
temperatura induz a perda de sensibilidade da dosagem.

13. BIBLIOGRAPHIE-REFERENCES- BIBLIOGRAFIA

BIBAIOIPAO®IA - BIBLIOGRAFIA - BIBLIOGRAFIE

Fredman, P. and A.Lekman. 1997. Glycosphingolipids as potential
diagnostic markers and/or antigens in neurological disorders.
Neurochem. Res. 22:1071-1083.

Willison, H.J. and N.Yuki. 2002. Peripheral neuropathies and anti-
glycolipid antibodies. Brain 125:2591-2625.

Vincent, A., M.Roberts, H.Willison, B.Lang, and J.Newsom-Davis.
1995. Autoantibodies, neurotoxins and the nervous system. J.
Physiol Paris 89:129-136.

Fredman, P. 1998. The role of antiglycolipid antibodies in
neurological disorders. Ann. N. Y. Acad. Sci. 845:341-352.
Goffette, S., A.Jeanjean, F.Pierret, A.Peeters, and C.J.Sindic.
1998. Clinical relevance of the determination of anti-GQ1b
antibodies in Miller Fisher and Guillain-Barre syndromes. Acta
Neurol. Belg. 98:322-326.

Alaedini, A., H.W.Sander, A.P.Hays, and N.Latov. 2003.
Antiganglioside antibodies in multifocal acquired sensory and
motor neuropathy. Arch. Neurol. 60:42-46.

Humbel R.L., C.H.L. Luxembourg.

Caudie C, Vial C, Bancel J, Petiot P, Antoine JC, Gonnaud PM,;
Measurement of antiganglioside autoantibodies by immunodot-blot
assay: clinical importance in peripheral neuropathies.

Ann Biol Clin. 1999 Sep-Oct;57(5):579-88.

ALPHADOTS Ganglio Profile / 006 / 07-05




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


