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EIA Borrelia recombinant IgM (192)

1 Urceny ucel pouziti

Imunoenzymaticka souprava slouzi ke stanoveni protilatek IgM proti Borrelia
burgdorferi sensu lato v lidském séru, plazmé, mozkomisnim moku nebo synovialni
tekutiné a k prikazu intratekalni syntézy specifickych protilatek.

2 Uvod

Lymeskd borrelidza (LB) je multisystémové infekéni onemocnéni vyvolané

spirochetou Borrelia burgdorferi. Infekce je prenasena klistaty rodu Ixodes.

Klinické projevy Lymeské borrelidzy rozliSujeme na ¢asné a pozdni.

o Casna lokalizovana faze — trva fadové dny aZ tydny. Charakteristickym projevem
je erythema migrans (EM), které se vytvari pouze v 50 % pfipadl. Nemoc se
vétSinou na pocatku projevuje chripkovymi priznaky, bolestmi hlavy,
lymfadenitidou.

e Casnd diseminovana faze — trva pfiblizné tydny aZ mésice. Dochdzi k hematogenni
a lymfogenni  diseminaci borrelii ~ (CNS, klouby, srdce, oko,
kGze-sekundarni EM). V této fazi jsou nejéastéji diagnostikovany neuroborrelidza,
paresa neurofacialis, borreliovy lymfocytom (vytvari se na usnich lallccich,
kloubech prstll) a Bannwarth(v syndrom.

e Pozdni diseminovana faze — trva meésice az roky. Nastavaji imunopatologické
zmény. Diagnosticky typické jsou acrodermatitis chronica atrophicans (chronicka
kozni |éze-ACA), chronicka neuroborrelidza, borreliova artritida.

Vysledky cetnych studii ukazuji, Zze vSechna genospecies se podileji nejen na vzniku
EM, ale také na celé Siri klinickych manifestaci. AvSak Cetnost izolaci naznacuje, ze
B. burgdorferi sensu stricto ma prevazné vztah ke kloubnim postizenim, B. garinii je
spojovana s neurologickymi symptomy a B. afzelii s chronickymi koznimi projevy,
zejména ACA.
Diagnostika onemocnéni je zaloZzena na klinickém obraze, anamnéze a laboratornich
testech. Vsoucasné dobé je nejvhodnéjsi diagnostickou metodou screeningové
stanoveni hladiny specifickych protilatek tfidy 1gG a IgM metodou ELISA a nasledna
konfirmace pfitomnosti protildtek proti specifickym antigenllm pomoci metody
imunoblot. Pfimy kultivaéni nebo elektronopticky prikaz neni vhodny pro rutinni
praxi.

Sérologicka diagnostika borrelidzy je slozita vzhledem k rlznym faktorim, jako je
velkd genetickd diverzita druhu Borrelia burgdorferi s.l., mozna zktizena reaktivita
s nepfibuznymi antigeny jinych mikroorganismd, bohatost borrelii na heat shock
proteiny. Diagnostiku komplikuji rovnéz velké rozdily sérologické reaktivity rliznych
jedincll. Tvorba protilatek v ¢asné fazi mize byt extrémné pomald. Na druhé strané
IgG i IgM protilatky mohou pretrvavat deset i vice let.
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EIA Borrelia recombinant IgM (192)

EIA Borrelia recombinant je enzymoimunoanalytickd souprava Ill. generace
s vysokou diagnostickou citlivosti a specifitou, vhodna pro screeningové stanoveni
antiborreliovych protildtek véetné prukazu intratekdlni syntézy u pacientd se
suspektni neuroborreliézou.

3 Princip testu

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek tridy IgM ve vzorku metodou EIA,
typ sandwich (tj. pevna faze s navazanym specifickym antigenem — protilatka
z vySetfovaného vzorku - znacenad protilatka). Znacena protilatka (konjugat) je zviteci
imunoglobulinova frakce proti lidskému IgM konjugovana kifenovou peroxiddzou.
Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v pripadé
pozitivity. Cela reakce je ukoncena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého
zabarveni na zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na fotometru (pfi vinové délce
450 nm) a je umérnd koncentraci specifickych IgM protilatek pritomnych ve vzorku.

Pouzity antigen
Kombinace rekombinantnich antigen( OspC (B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi

sensu stricto, B. spielmanii), VISE, interniho flagelinu p41i, p39, p17 a OspE druht
Borrelia burgdorferi sensu lato
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4 Slozeni soupravy

MICROPLATE Potazena desticka 2 ks
s navdzanym antigenem, 12 x 8 jamek
v sacku se susidlem

CONTROL | - | CAL1 | Negativni kontrola (Kalibrator 1) 5 U/ml 1x2ml

Roztok neobsahuijici specifické lidské
protilatky, v pracovnim redéni

CUTOFF | CAL2

CUT-OFF (Kalibrator 2) 20 U/ml 1x3ml

Roztok obsahuijici specifické lidské protilatky
v hrani¢ni koncentraci, v pracovnim redéni

CONTROL | + | CAL3 | Pozitivni kontrola (Kalibrator 3) 200 U/ml 1x2ml
Roztok obsahujici specifické lidské protilatky,
v pracovnim redéni

CONJUGATE Konjugat 1x28 ml
Roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti
lidskému IgM znaceny peroxidazou,
v pracovnim redéni

DILUENT 2 Redici roztok vzork 2 1 x 105 ml
Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim
redéni

SUBSTRATE 2 TMB-Complete 2 1x28 ml

Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H20,, v pracovnim fedéni

WASH 20x Promyvaci roztok 2x75ml
20krat koncentrovany pufr
STOP Zastavovaci roztok 1x28 ml
Roztok kyseliny, v pracovnim redéni
Pracovni navod 1ks
23.08.2021 5/24 verze 17



EIA Borrelia recombinant IgM (192)

5 Dalsi potrebné vybaveni k manualnimu provedeni testu
Jedno a vicekanalové pipety

Spicky pro jednorazové poufziti

Promyvaci zafizeni

Stopky

Termostat na 37 °C

Fotometr pro mikrotitracni desticky

6 Skladovani a exspirace soupravy

Soupravu skladujte pri teploté +2 °C az +8 °C. Pri dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedena na obalu soupravy. Po otevreni je doporuceno soupravu
spotiebovat do 3 mésicli. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vySetfeni mlze byt pouzito lidské sérum, citratova plazma, mozkomisni
mok a synovidlni tekutina. Vzorky bakteridlné kontaminované, hemolytické nebo
chylézni a antikoagulanty obsaZené v plazmé (s vyjimkou citratu) mohou ovlivnit
vysledek testu.

Vysetfované vzorky je mozno uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné 1 tyden.
Pri delSim skladovani vzorky zmrazte na -20°C. Naredéné vzorky je nutno vysetfit co
nejdrive.

7 Ptiprava pracovnich roztoku

Promyvaci roztok rfedte 1:20 (1 dil roztoku a 19 dil( destilované vody). Napf. 75 ml
koncentrovaného Promyvaciho roztoku + 1425 ml destilované vody.

V lahviéce s Promyvacim roztokem se mohou vytvofit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba pred pouzitim rozpustit zahfatim na vodni lazni. Roztok po naredéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C az +8 °C.

Kontroly (pozitivni, negativni a CUT-OFF) jsou v pracovnim fedéni, dale neredit!
Konjugat je v pracovnim fedéni, dale neredit!

TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim fedéni,
dale neredit!

Zameénitelnost roztoku

Redici roztok vzorkd, TMB-Complete a Aviditni roztok jsou v EIA soupravach TestLine
Clinical Diagnostics s.r.o. zameénitelné, pokud maji stejné Ciselné oznaceni
(nap¥. Redici roztok vzorkd 2, Redici roztok vzorkd 3, atd.). Zastavovaci a Promyvaci
roztok je univerzalni ve vSech soupravach.

23.08.2021 6/24 verze 17



EIA Borrelia recombinant IgM (192)

8 Redéni vzorkd
Redici roztok vzorkd pred pouZitim $etrné promichejte.

Redéni vzork( sér a plazem

Dakladné promichané vzorky fedte 1:101 Redicim roztokem vzorkd:
napfr.: 10 pl vzorku + 1 ml Rediciho roztoku vzorka.

Dobre promichejte.

Redéni vzork& mozkomi$niho moku (likvoru)

Dakladné promichané likvory fedte 1:2 Redicim roztokem vzorkd:
napr.: 110 pl likvoru + 110 pl Rediciho roztoku vzorkd.

Dobre promicheijte.

Redéni vzorka synovialni tekutiny
Dakladné promichané synovidlni tekutiny Fedte 1:21 a 1:41 Redicim roztokem vzorkd:
napr.: 20 pl tekutiny + 400 pl Rediciho roztoku vzorkd a
10 pl tekutiny + 400 pl Rediciho roztoku vzork.
Dobre promicheijte.

9 Pracovni postup

VSechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dakladné
promichejte. NepoufZijete-li celou desticku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
susidlem, hermeticky uzavrete a skladujte pfi +2 °C az +8 °C. DUsledné chrante pred
vlihkosti!

1. Davkujte kontroly (kalibratory) a redéné vzorky podle pracovniho schématu.

Semikvantitativni vyhodnoceni v indexu pozitivity (IP)

e Jamku Al ponechte prazdnou (blank).

e Pipetujte 100 pl Negativni kontroly (Kalibrator 1) do 1 jamky.
e Pipetujte 100 ul CUT-OFF (Kalibrator 2) do 2 jamek.

e Pipetujte 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) do 1 jamky.

e Pipetujte 100 pl vzorkd v odpovidajicim Fed&ni (viz kapitola Redéni vzorkd)
do zbyvajicich jamek.
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Kvantitativni vyhodnoceni v jednotkach U/ml

Jamku Al ponechte prazdnou (blank).

Pipetujte 100 pl Negativni kontroly (Kalibrator 1) do 1 jamky.
Pipetujte 100 pl CUT-OFF (Kalibrator 2) do 2 jamek.
Pipetujte 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) do 2 jamek.

Pipetujte 100 pl vzork( v odpovidajicim fedéni (viz kapitola Redéni vzorkd)
do zbyvajicich jamek.

2. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.
3. Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

pliite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

4. Davkujte do vSech jamek kromé A1 100 ul Konjugatu.

Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

6. Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

plinte po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

Davkujte do vSech jamek 100 pul jednoslozkového substratu TMB-Complete. Pozor
na znecisténi — viz kapitola Technické pripominky.

Desticku pFikryjte vickem a inkubujte 15 minut pfi 37 °C v temnu.

Zastavte reakci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

10.Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokd v jamkach

proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.
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10 Pracovni schéma
semikvantitativni vyhodnoceni

v indexu pozitivity (IP)

kvantitativni vyhodnoceni

v jednotkach U/ml

A A

B B

C C

D D

E E

F F

G G

H H

1 2 3 4 5 6

BL Blank (prazdna jamka) BL Blank (prazdna jamka)

NK 100 ul | CONTROL |- |CAL1 Kall 100 ul | CONTROL | - | CAL1

co 100 pl | CUTOFF | CAL2 Kal2 100 pl | CUTOFF | CAL2

PK 100 pul | CONTROL |+ | CAL3 Kal3 100 pl | CONTROL | + | CAL3

TV 1-x 100 ul Redéného testovaného TV1-x 100 ul Fedéného

vzorku testovaného vzorku
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11 Validita testu
Test je platny, jestlize:
Absorbance blanku je mensi nez 0,150.

BLANK <0,150

Absorbance Negativni kontroly (Kalibrator 1) je mensi neZ polovina pridméru

absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2).
CONTROL | - | CAL1 | < 0,5 x | CUTOFF | CAL2

Pramérna absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2) je v rozmezi 0,150 — 0,900.
0,150< | CUTOFF | CAL2 | <0,900

Absorbance Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) je vétsi nez 1,5 nasobek primérné

absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2).
CONTROL | + | CAL3 | >1,5x | CUTOFF | CAL2

12 Hodnoceni vysledkl

Vypocet Indexu pozitivity (IP)

Délte absorbanci testovaného vzorku priamérnou absorbanci CUT-OFF namérenou

v téze sérii vysetreni:

_ Absorbance séra, plazmy, moku, synovialni tekutiny

IP =
Prumérna absorbance CUT-OFF

Interpretace vysledk( vySetreni uvadéji tabulky (Tabulka 1 a Tabulka 2).

Tabulka 1 Interpretace vysledku vySetieni sér, plazem a mokd

Index pozitivity (IP) Hodnoceni

mensi nez 0,9 negativni
0,9az1,1 hranicni
vétSinez 1,1 pozitivni

Vysetteni hrani¢nich vzorkd, tj. s indexem pozitivity 0,9 az 1,1 je zapotiebi opakovat

z nového odbéru za 2 az 6 tydn( v zavislosti na druhu onemocnéni.
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Tabulka 2 Interpretace vysledkii vySetfeni synovialni tekutiny

Redénivzorku 1:21  Redéni vzorku 1:41 Celkové

Vzorek ,

IP IP hodnoceni

vzorek X mensi nez 1,0 mensi nez 1,0 negativni
vzorek Y vétsinez 1,0 mensi nez 1,0 hrani¢ni
vzorek Z vétsinez 1,0 vétsinez 1,0 pozitivni

Interpretace vysetfeni je zaloZena na porovnani IP dosazenych pti dvou rlznych
redénich vzorku.

Kvantitativni vyhodnoceni v jednotkach (U/ml)

Sestrojte kalibracni kfivku tak, Ze na osu X vynesete koncentrace kalibrator(i v U/ml a
na osu Y odpovidajici absorbance. Propojenim jednotlivych bodd vytvorte kalibraéni
kfivku. Hladinu protilatek ve vzorcich (U/ml) stanovte odeétenim téchto hodnot
z kalibraéni kfivky. Interpretace vysledk( kvantitativniho vyhodnoceni testu uvadi
tabulka (Tabulka 3).

Tabulka 3 Kvantitativni interpretace vysledku vysetieni sér, plazem a moku
v jednotkach (U/ml)

Hladina protilatek (U/ml) Hodnoceni

mensi nez 18 negativni
18 az 22 hranic¢ni
vetsi nez 22 pozitivni

Vysetieni hrani¢nich vzork( je zapotifebi opakovat z nového odbéru za 2 az 6 tydn
s ohledem na specifika daného onemocnéni.

Sérologicky ndlez je mozno interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
laboratornich testd a s klinickym obrazem pacienta.

Stanoveni intratekalni syntézy pomoci Antibody indexu

Stanoveni Antibody indexu je uvedeno v kapitole Stanoveni intratekalni syntézy
specifickych protilatek.
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13 Charakteristiky soupravy

13.1 Specifita a citlivost

Diagnosticka specifita byla stanovena na panelu negativnich sér. Diagnosticka citlivost
byla stanovena na panelu pozitivnich sér. Pocet testovanych sér a ziskané vysledky
jsou popsany v tabulce (Tabulka 4).

13.2 Opakovatelnost

Referencni kontrolni vzorky byly testovany ve statisticky vyznamném poctu replikaci,
a to bud v jedné, nebo v nékolika analyzach. Ziskana data byla pouzita pro
Intra- a Inter-assay stanoveni. Ziskané vysledky jsou popsany v tabulce (Tabulka 4).

13.3 Analyticka citlivost — mezni prah citlivosti

Je to maximalni fedéni hrani¢niho nebo slabé pozitivniho vzorku, eventualné
mezindrodné uzndvanych standardl, pfi kterém se jeSté méni absorbance.
Je vyjadrena v jednotkach U/ml. Tato hodnota predstavuje minimalni mez detekce a
kvantifikace. Ziskané vysledky jsou popsany v tabulce (Tabulka 4).

13.4 Intrahomogenita

Vyjadfuje stupen shody vysledkd mezi 100 replikaci hrani¢niho nebo slabé pozitivniho
vzorku v jedné sérii vysetreni. Je vyjadrena pomoci variaéniho koeficientu. Ziskané
vysledky jsou popsany v tabulce (Tabulka 4).

13.5 Rozsah méreni soupravy

evvs

kalibratoru.

Tabulka 4 Charakteristika soupravy

Parametr Hodnota
Specifita (n 124) 97,72 %
Citlivost (n 114) 99,07 %

Intra-assay 33,43 %

Inter-assay 6,42 %

Analytické.c.it!ivost —index 0,07
pozitivity (IP)
Intrahomogenita 3,64 %
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13.6 Interference

Dva vzorky (jeden mix negativnich plazem a jeden mix pozitivnich plazem) byly
obohaceny potencialné interferujicimi endogennimi latkami. Vysledky stanoveni
interference uvadi tabulka (Tabulka 5).

Tabulka 5 Vysledky interference

Vysledek neovlivnén

Interferujici latka
do koncentrace:

Bilirubin 0,4 mg/ml
Triacylglyceroly 20 mg/ml
Hemoglobin 5 mg/ml

13.7 Zkrizena reaktivita
Na soupravé byly vysSetfeny vzorky pozitivni pro vybrané potencidlné zkfizené
reagujici patogeny nebo faktory. Vysledky testu shrnuje tabulka (Tabulka 6).

Tabulka 6 Vysledky zkfizené reagujicich patogent nebo faktort

Kategorie n Pozitivni vysledek
Treponema pallidum 15 0
Chlamydia pneumoniae 8 0
Mycoplasma pneumoniae 13 0
Virus klistové encefalitidy 8 0
RF 13 0
ANA 19 0
EBV 9 0
Celkem 85 0
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14 Bezpecnost prace
Souprava je uréena pouze pro diagnostické ucely in vitro.

Séra poutzita pfi vyrobé kontrol byla vySetfena na HIV 1 a HIV 2, HBsAg, HCV, TPHA
s negativnim vysledkem. Presto je tfeba s nimi pracovat jako s potencialné infekénim
materidlem.

Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s kizi.
Zastavovaci roztok obsahuje zfedény roztok kyseliny. PFfi praci stimto roztokem
chrarite oci a pokozku!

Je nutné dodrZovat mistni predpisy tykajici se bezpecnosti prace.

Prvni pomoc

Pri zasazeni oCi vymyvejte velkym mnozZstvim vlazné vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pfi zasaZeni odévu a klize odloZte veskeré kontaminované obleceni. Pokozku
omyjte velkym mnozstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
plazmu nebo klinicky vzorek, pokozku dezinfikujte. Pfi nahodném poziti vyplachnéte
usta pitnou vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc.

Likvidace zbytkl po provedeni testi

Veskeré pomUcky pouZité k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke kontaktu
s biologickym materialem za potencialné infekéni. Proto je likvidujte spolecné
s biologickym odpadem.

Likvidace soupravy po exspiraci

Soupravu rozeberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte je jako biologicky
materidl. Obaly a zbytky oball likvidujte jako tfidény odpad podle mistnich pfedpisu.
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15 Technické pripominky

Pro ziskdni spolehlivych vysledk(l je nutné presné dodriovani navodu. Pti praci
pouzivejte vidy pomlcky nejvy$si Cistoty. Davejte prednost jednorazovym
pomuckam.

Mikrotitracni desticka — pred otevienim nechejte vidy sacek s mikrotitracni desti¢kou
vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vodnich par
na povrchu desticky.

Promyvaci roztok — pro pfipravu promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni pouZivejte
vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodrZujte predepsany pocet promyvacich cykl( a jamky pliite vidy az
po horni okraj. Doba, po kterou zlstavaji jamky naplnény promyvacim roztokem
mezi promyvacimi cykly (soak time), by méla byt asi 30-60 sekund.

TMB-Complete — pipetovaci vanicku pro TMB-Complete nepouzivejte pro jiné

roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vanicky nevracejte zpét do lahvicky.

Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

e nedostatecné promichdani roztokd a vzorkl pred pouZzitim

e zaména uzaveérl lahvicek

e pouziti stejné Spicky pfi pipetovani riznych roztoku

e vystaveni reagencii nadmeérné teploté, bakteridlni nebo chemické kontaminaci

e nedostatecné promyti jamek, neplnéni jamek az po okraj, Spatné odsati zbytku
roztoku

e znecisténi okrajl jamek konjugdtem nebo vzorky

e zadména reagencii z rlznych SarZi souprav

e kontakt reagencii s oxidanty, tézkymi kovy a jejich solemi.

Soupravu je mozno zpracovavat postupné. Pro pfipravu pracovnich roztok( odeberte

jen takové mnozstvi reagencii, které bude spotfebovano pro analyzu.

Soupravu je mozno zpracovat na vSech typech automatickych ELISA analyzatord.
V pripadé potreby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci
pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

Produkt chranén evropskymi patenty ¢. 0894143 a ¢. 1012181.

Pfi nedodrzeni pracovniho postupu vyrobce neodpovida za spravnou funkci
soupravy.
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16 Prukaz intratekalni syntézy specifickych protilatek

16.1 Uvod

Prikaz intratekdlni produkce protilatek je dle mezindrodniho doporuceni (EFNS
guidelines) nezbytny pro diagnostiku ¢asné i pozdni neuroborreliézy. Samotny priikaz
zvysenych protildtek v séru neni dostateény. Diagnostika neuroborrelidézy spociva
v detekci hladiny specifickych antiborreliovych protilatek vytvarenych v likvoru.
K tomuto se vyuZiva stanoveni specifického protilatkového indexu — Antibody indexu
(Al). Hlavnim vyznamem Antibody indexu je moznost potvrzeni intratekalni syntézy
specifickych protilatek v mozkomisnim moku.

16.2 Princip testu

Antibody index vyjadfuje pomér hladiny protilatek v mozkomiSnim moku (likvoru)
k vySi hladiny protilatek v krevnim séru ve vztahu ke stavu hematolikvorové bariéry a
koncentraci celkovych imunoglobulint v likvoru a séru.

K vypoctu staci hodnoty kontrol z EIA testu. Z nich program Antibody Index Software
firmy Testline Clinical Diagnostics s.r.o. sestroji kalibra¢ni krivku, ze které se urcuji
prislusné arbitrarni jednotky testovaného vzorku a nasledné pocita Antibody index.

16.3 Material k provedeni testu
Pro stanoveni Antibody indexu potfebujete souc¢asné odebrané vzorky likvoru a séra
(plazmy).

16.4 Podklady a vybaveni k vyhodnoceni Antibody indexu
K vyhodnoceni testu potrebujete:

1. Hodnoty koncentrace albuminu a celkovych imunoglobulin( IgM v likvoru a séru.
Stanoveni se provadi napr. nefelometricky. Pomér koncentraci albuminu v likvoru
a séru (plazmé) vyjadfuje stav hematolikvorové bariéry.

2. Program Antibody Index Software.
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16.5 Redéni vzork likvord a sér

Postupujte stejné jako pri stanoveni hladiny specifickych protilatek (viz kapitola
Redéni vzorka).

Dalsi redéni vzorku likvort a sér

Provadi se pouze v pripadé, ze absorbance bud jen likvoru, nebo jak likvoru, tak
zaroven i séra, presahuji absorbanci nejvyssiho bodu kalibracni kfivky a vysledek Al
u takového pdrového vzorku je negativni.

Nafedéné vzorky likvorG a sér (viz kapitola Redéni vzork() déle fedte 1:10 Redicim
roztokem vzork:
napf.: 15 ul nafed&ného vzorku séra + 135 pl Rediciho roztoku vzorkd a
15 ul nated&ného vzorku likvoru + 135 ul Rediciho roztoku vzork.
Dobre promicheijte.

16.6 Pracovni postup

VSechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dakladné
promichejte. NepouZijete-li celou desticku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
suSidlem, hermeticky uzaviete a skladujte pti +2 °C az +8 °C. Dlsledné chrante
pred vihkosti!

Provedeni testu pro stanoveni Antibody indexu je identické jako u béiného
testovani vzorkd.

1. Davkujte kontroly (kalibratory) a fedéné vzorky podle pracovniho schématu.

Semikvantitativni vyhodnoceni v indexu pozitivity (IP)

e Jamku Al ponechte prazdnou (blank).

e Pipetujte 100 pul Negativni kontroly (Kalibrator 1) do 1 jamky.

e Pipetujte 100 ul CUT-OFF (Kalibrator 2) do 2 jamek.

e Pipetujte 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) do 1 jamky.

e Pipetujte 100 pl vzork( v odpovidajicim redéni do zbyvajicich jamek.

e Pipetujte 100 pl vzork( (likvor, sérum) v odpovidajicim fedéni do zbyvajicich
jamek.
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Kvantitativni vyhodnoceni v jednotkach U/ml

Jamku Al ponechte prazdnou (blank).

Pipetujte 100 pl Negativni kontroly (Kalibrator 1) do 1 jamky.

Pipetujte 100 pl CUT-OFF (Kalibrator 2) do 2 jamek.

Pipetujte 100 ul Pozitivni kontroly (Kalibrator 3) do 2 jamek.

Pipetujte 100 pl vzorkd v odpovidajicim redéni do zbyvajicich jamek.

Pipetujte 100 ul vzork( (likvor, sérum) v odpovidajicim fedéni do zbyvajicich
jamek.

2. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
pliite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

4. Davkujte do vSech jamek kromé A1 100 pl Konjugatu.

Desticku pFikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

6. Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

plinte po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

Davkujte do vSech jamek 100 pul jednoslozkového substratu TMB-Complete. Pozor
na znecisténi — viz kapitola Technické pripominky.

Desticku prikryjte vickem a inkubujte 15 minut pfi 37 °C v temnu.

Zastavte reakci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

10.Zmérte na fotometru pfivinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokd v jamkach

proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce.
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16.7 Pracovni schéma

semikvantitativni vyhodnoceni

v indexu pozitivity (IP)

kvantitativni vyhodnoceni
v jednotkach U/ml

A Y- Y.Y Y Y

B e,

C

D

E

F

G

H

BL Blank (prazdna jamka) BL Blank (prazdna jamka)

NK 100 pul | CONTROL |- | CAL1 Kall 100 pl | CONTROL | - | CAL1

co 100 ul | CUTOFF | CAL2 Kal2 100 ul | CUTOFF | CAL2

PK 100 ul | CONTROL | +| CAL3 Kal3 100 pl | CONTROL | + | CAL3

TV1-x 100 ul redéného TV1-x 100 ul redéného
testovaného vzorku testovaného vzorku

L 1-x 100 ul  fedéného vzorku L1-x  100.ul Fedéného vzorku
likvoru likvoru

S1-x 100 ul fedéného vzorku S1-x 100 ul redéného vzorku
séra séra
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16.8 Validita testu
Test je platny, jestlize:
Absorbance blanku je mensi nez 0,150.

BLANK <0,150

Primérnda absorbance CUT-OFF (Kalibrator 2) je v rozmezi 0,350 — 0,750.
0,350< | CUTOFF | CAL2 | <0,750

16.9 Hodnoceni vysledkd
Stanoveni Antibody indexu (Al)

Pro stanoveni intratekalni syntézy pouzijte program Antibody Index Software firmy
TestLine s r.o. a postupujte dle navodu programu.

Interpretace vysledk( vySetreni uvadi tabulka (Tabulka 7).

Tabulka 7 Interpretace vysledku vysetieni

Hodnota Al Interpretace vysledku

<1,4 negativni Al, intratekalni syntéza neprokdzana

hrani¢ni Al, vysledek nutno hodnotit v korelaci s trvanim

1,4-1,5 L . (s « o
klinického nalezu a protilatkovou odpovédi v séru

>1,5 pozitivni Al, intratekalni syntéza prokazana

Ve vyjimecnych pfipadech mlze dojit k tomu, Ze absorbance bud'jen likvoru, nebo jak
likvoru, tak zaroven i séra, presahuji absorbanci nejvyssiho bodu kalibracni krivky a
pritom vysledek Al u takového parového vzorku je negativni. Program vas
ve svém hodnoceni na tuto skutecnost upozorni. Pak nafedéné vzorky likvoru a séra
dale fedte Redicim roztokem pro vzorky (viz Dal$i fedéni vzork( likvord a sér; Redéni
vzork().
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Poznamky k interpretaci vysledk

S ohledem na imunologickou reaktivitu organismu na borreliové antigeny je nezbytné
brat v ivahu:

e pomalou tvorbu protilatek v casném stadiu onemocnéni,

e moznost ovlivnéni tvorby protilatek predchozi aplikaci antibiotik,

e netypickou dynamiku protilatkové odpovédi,

e pretrvavani protilatek po terapii nemusi znamenat selhani l1écby,

e seronegativitu u malého procenta nemocnych,

e negativni nalez v likvoru nevyluCuje lymeskou neuroborreliozu.

Hladiny protilatek v mozkomisnim moku zavisi na nasledujicich parametrech:
e hladina protilatek v krevnim séru,

e permeabilita hematolikvorové bariéry,

e intratekalni produkce protilatek.

Specifické imunoglobuliny se mohou intratekalné tvofit i po dobu nékolika let po
antibiotické [é¢bé. V nékterych pripadech specifické protilatky mohou byt detekovany
v likvoru dfive nez v séru.
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18 Vysvétleni symboli

8°C
Skladovaci teplota
2°C

]
)

P2

Udrzovat v suchu

x

Pouzit do data

LOT

Cislo $arze

Vyrobce

Ctéte navod k poufziti

A
m
ml

Katalogové Cislo

<

Pocet testu

IVD

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro
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Schéma testu EIA Borrelia recombinant IgM (192)

Krok

Symbol

Jednotlivé kroky testu

B

Redéni vzorkd

séra/plazmy 1:101 (10 pl + 1 ml)

mozkomisni moky 1:2 (110 pl + 110 pl)

synovidlni tekutiny 1:21 (20 ul + 400 pl), 1:41 (10 pl + 400 pl)

N

Davkovani kontrol a fedénych vzork( 100 pl
Blank = prazdna jamka

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl
Blank = prazdna jamka

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 ul
Vcetné blanku

O 00 | O U | b W

Inkubace 15 min pfi 37 °C

[EN
o

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl
Vcetné blanku

[N
[N

co Dol De|ldd e

Fotometrické méreni pri 450 nm
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