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1 Verwendungszweck

Enzym-Immunoassay zur Ermittlung von IgM-Antikérpern gegen Borrelia burgdorgeri
sensu lato in humanem Serum, Plasma, Liquor oder in der Synovialfliissigkeit und zum
Nachweis von intrathekalen Synthese Borrelien-spezifischen Antikorpern.

2 Einleitung

Die Lyme-Borreliose (LB) ist eine multisystemische Infektionskrankheit, die durch
Spirochiten des Bakteriums Borrelia burgdorferi ausgelést wird. Die Ubertragung
erfolgt durch Zecken der Familie Ixodes.

Bei den klinischen Symptomen der Lyme-Borreliose wird zwischen Frih- und
Spatsymptomen unterschieden.

e Lokalisierte Frihphase — dauert in der GroRenordnung einiger Tage bis Wochen.
Ein typisches Erscheinungsbild ist die Erythema migrans (EM), die nur in 50% der
Falle auftritt. Die Erkrankungen duRert sich meist zuerst durch grippenahnliche
Symptome, Kopfschmerzen und Lymphadenitis.

e Disseminierte Frihphase —dauert einige Wochen bis Monate. Dabei kommt es zur
hamatogenen und lymphogenen Dissemination der Borrelienerreger (ZNS,
Gelenke, Herz, Auge, Haut - sekundare EM). In dieser Phase werden am haufigsten
Neuroborreliose, Fazialis-Parese, Borrelien-Lymphozytom (entsteht an
Ohrlappchen, Fingergelenken) und Bannwarth-Syndrom diagnostiziert.

e Disseminierte Spatphase — dauert Monate bis Jahre. Dabei kommt es
zu immunopathologischen Veranderungen.

Diagnostisch typisch sind Acrodermatitis chronica atrophicans (chronisch-progressive
Hauterkrankung - ACA), chronische Neuroborreliose, Borrelien-Arthritis.

Die Ergebnisse zahlreicher Studien zeigen, dass alle Genospecies nicht nur an der
Entstehung von EM, sondern auch an einer ganzen Bandbreite klinischer
Manifestationen beteiligt sind. Die Haufigkeit der Isolation deutet jedoch darauf hin,
dass das Bakterium B. burgdorferi sensu stricto mit dem Gelenkbefall, das B. garinii
mit den neurologischen Symptomen und das B. afzelii mit den chronischen
Hautsymptomen, vor allem mit ACA assoziiert wird.

Die Diagnose der Erkrankung basiert auf dem klinischen Bild, der Anamnese und auf
Laboruntersuchungen. Aktuell gilt als die beste Diagnosemethode die Screening-
Bestimmung der spezifischen Antikdrper der Klassen 1gG und IgM mit Hilfe des ELISA-
Verfahrens und die anschlieBende Bestatigung der Antikorper gegen spezifische
Antigene mittels Immunoblot. Die direkte Kultivierung oder
elektronenmikroskopischer Nachweis ist als Routinenachweis nicht geeignet.

Eine serologische Diagnostik der Borreliose ist wegen der verschiedenen Faktoren wie
der groBen genetischen Diversitat der Art Borrelia burgdorferi s.l., der moglichen
Kreuzreaktivitat mit nichtverwandten Antigenen anderer Mikroorganismen oder des
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hohen Gehalts an Heat-Shock-Proteinen in den Borrelien schwierig. Die Diagnostik
wird aullerdem durch die groBen Unterschiede in der serologischen Reaktivitat bei
verschiedenen Individuen erschwert. Die Antikorperbildung kann in der Frihphase
extrem langsam verlaufen. Andererseits konnen die IgG- und IgM-Antikdrper zehn
und mehr Jahre im Korper tberdauern.

Der EIA Borrelia recombinant ist ein Enzym-Immuno-Assay Kit der Ill. Generation
mit einer hohen diagnostischen Empfindlichkeit und Spezifitdt, geeignet fir
die Screening-Bestimmung von anti-Borrelien-Antikérpern, einschlieBlich des
Nachweises der intrathekalen Synthese bei Patienten mit suspekter Neuroborreliose.

3 Testprinzip

Das Kit ermoglicht die Bestimmung spezifischer IgM-Antikorper in der Probe mittels
der Sandwich-EIA-Methode (d.h. antigenbeschichtete feste Phase - Antikdrper aus
der untersuchten Probe - markierter Antikorper). Der markierte Antikorper (Konjugat)
ist eine tierische Immunoglobulinfraktion gegen menschliches IgM, die mit
Meerrettichperoxidase konjugiert ist. Die Peroxidaseaktivitat wird durch das
TMB-Substrat bestimmt, das sich bei einer positiven Reaktion blau farbt.
Die Enzymreaktion wird mit einer Stopplosung beendet. Die blaue Farbung schlagt
in eine gelbe um. Die Intensitat der Gelbfarbung wird mit dem Photometer (bei einer
Wellenlange von 450 nm) gemessen und ist proportional zur Konzentration der
spezifischen IgM-Antikorper in der Probe.

Verwendetes Antigen

Kombinationen rekombinanter Antigene OspC (B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi
sensu stricto, B. spielmanii), VISE, des internen Flagellin - p41i, p39, p17 und OspE von
Borrelia burgdorferi sensu lato.
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4 Bestandteile des Kits

MICROPLATE

Beschichtete Platte

mit gebundenem Antigen, 12 x 8 Vertiefungen

im Beutel mit Trocknungsmittel

2 Stck.

CONTROL | -

CAL1

Negative Kontrolle (Kalibrator 1) 5 U/ml

Loésung ohne spezifische menschliche
Antikorper, gebrauchsfertig

1x2ml

CUTOFF | CAL2

CUT-OFF (Kalibrator 2) 20 U/ml

Losung mit grenzwertiger Konzentration
spezifischer menschlicher Antikorper,
gebrauchsfertig

1x3ml

CONTROL | +

CAL3

Positive Kontrolle (Kalibrator 3) 200 U/ml

Lésung mit spezifischen menschlichen
Antikorpern, gebrauchsfertig

1x2ml

CONJUGATE

Konjugat

Losung mit tierischem Immunoglobulin
gegen menschliches IgM, Peroxidase-
Konjugiert, gebrauchsfertig

1x28 ml

DILUENT 2

Verdiinnungslosung fiir die Proben 2

Puffer mit EiweiRstabilisatoren,
gebrauchsfertig

1 x 105 ml

SUBSTRATE 2

TMB-Substrat 2

Einkomponenten-Substratlosung, TMB/H20,,

gebrauchsfertig

1x28 ml

WASH 20x

Waschldsung

20x konzentrierter Puffer

2x75ml

STOP

Stopplosung

Saureldsung, gebrauchsfertig

1x28 ml

Arbeitsanweisung

1 Stck.

23.08.2021
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5 Erforderliche, nicht im Kit enthaltene Gerate und Materialien, fiir die
manuelle Durchfiihrung

Ein- und Mehrkanalpipetten

Einmalspitzen

Wascher

Stoppuhr

Inkubator flr 37°C

Photometer flir Mikrotiterplatten

6 Lagerung und Haltbarkeit des Kits

Das Kit muss bei einer Temperatur von +2°C bis +8°C gelagert werden. Bei Einhaltung
der Lagerungsbedingungen gilt das auf der Verpackung des Kits angegebene
Haltbarkeitsdatum. Der angebrochene Kit sollte innerhalb von drei Monaten
verbraucht werden. Das Kit darf nicht einfrieren!

Proben und ihre Lagerung

Als Probe kann menschliches Serum, Zitratplasma, Liquor und Synovialflissigkeit
verwendet werden. Mit Bakterien verseuchte Proben, hamolytische Proben oder
Proben mit Chylus und im Plasma enthaltene Antikoagglutinationsmittel (Zitrat
ausgenommen) kdnnen das Testergebnis beeinflussen.

Die Proben kdnnen bei einer Temperatur von +2°C bis +8°C hochstens 1 Woche lang
aufbewahrt werden. Frieren Sie die Proben bei langerer Lagerung bei -20°C ein.
Verdiinnte Proben sind moglichst bald zu untersuchen.

7 Vorbereitung der Reagenzien

Verdinnen Sie die Waschlosung im Verhaltnis 1:20 (1 Teil Lésung und 19 Teile
destilliertes Wasser). Z.B. 75 ml konzentrierte Waschlosung + 1425 ml destilliertes
Wasser.

In der Flasche mit der Waschlosung kdnnen sich Salzkristalle bilden. Diese Kristalle
muissen vor Gebrauch durch Erwarmung im Wasserbad aufgelost werden.
Die verdiinnte Losung ist eine Woche lang bei +2°C bis +8°C haltbar.

Die Kontrollen (positive, negative und CUT-OFF) sind gebrauchsfertig, nicht weiter
verdiinnen!

Das Konjugat ist gebrauchsfertig, nicht weiter verdiinnen!

Das TMB-Substrat ist eine chromogene Einkomponenten-Substratlésung und
gebrauchsfertig, nicht weiter verdinnen!

23.08.2021 6/28 Version 17



EIA Borrelia recombinant IgM (192) m

Austauschbarkeit der Lé6sungen

Die Verdiinnungslosung fiir die Proben, TMB-Substrat und Aviditatspuffer sind in den
EIA-Kits von TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. austauschbar, wenn sie die gleiche
numerische Kennzeichnung aufweisen (z.B. Verdiinnungsldésung fiir die Proben 2,
Verdiinnungslosung fiir die Proben 3, usw.). Die Stopp- und Waschldsung ist in allen
Kits universell.

8 Probenverdiinnung
Mischen Sie die Verdiinnungslésung fur die Proben vor der Verwendung schonend.

Verdiinnung der Serum- und Plasmaproben

Verdinnen Sie die griindlich gemischten Proben 1:101 mit der Verdiinnungslésung
fur die Proben:

z.B: 10 ul Probe + 1 ml Verdiinnungslosung fiir die Proben.
Gut mischen.

Verdiinnung der Liquorproben

Verdiinnen Sie die griindlich gemischten Proben 1:2 mit der Verdiinnungslosung fir
die Proben:

z.B: 110 pl Liquor + 110 pl Verdinnungslosung fiir die Proben.
Gut mischen.

Verdiinnung der Synovialfliissigkeitsproben

Verdinnen Sie die grindlich gemischten Proben 1:21 und 1:41 mit
der Verdliinnungslosung fiir die Proben:

z.B: 20 pl Flussigkeit + 400 ul Verdliinnungslosung und
10 ul Flissigkeit + 400 pl Verdiinnungslosung.
Gut mischen.

9 Testdurchfiihrung

Es ist sehr wichtig, alle Reagenzien vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur
zu bringen und griindlich zu mischen. Sofern Sie nicht die gesamte Platte verwenden,
so legen Sie die nicht bendétigten Strips in die Verpackung mit dem Trocknungsmittel
zuriick, verschlieRen diese luftdicht und lagern sie bei +2°C bis +8°C. Sorgfiltig
vor Feuchtigkeit schiitzen!

1. Pipettieren Sie die Kontrollen (Kalibratoren) sowie die verdiinnten Proben gemaR
dem Arbeitsschema.
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Semiquantitative Auswertung im Index der Positivitat (IP)

Lassen Sie die Vertiefung A1l leer (Blank).

Pipettieren Sie 100 pl der Negativen Kontrolle (Kalibrator 1) in 1 Vertiefung.
Pipettieren Sie 100 pl CUT-OFF (Kalibrator 2) in 2 Vertiefungen.

Pipettieren Sie 100 pl der Positiven Kontrolle (Kalibrator 3) in 1 Vertiefung.

Pipettieren Sie 100 pl der verdinnten Proben (siehe Probenverdiinnung)
in die restlichen Vertiefungen.

Quantitative Auswertung in Units U/ml

Lassen Sie die Vertiefung A1l leer (Blank).

Pipettieren Sie 100 ul der Negativen Kontrolle (Kalibrator 1) in 1 Vertiefung.
Pipettieren Sie 100 pl CUT-OFF (Kalibrator 2) in 2 Vertiefungen.

Pipettieren Sie 100 pl der Positiven Kontrolle (Kalibrator 3) in 2 Vertiefungen.

Pipettieren Sie 100 pl der verdinnten Proben (siehe Probenverdiinnung)
in die restlichen Vertiefungen.

Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 30 Minuten bei 37°C
inkubieren.

. Saugen Sie den Inhalt der Vertiefungen ab und waschen Sie 5x

mit Arbeitswaschlosung. Fillen Sie die Vertiefungen bis zum oberen Rand.
Verbleibende Flissigkeit zum Schluss durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier
entfernen.

4. Pipettieren Sie 100 pl Konjugat in alle Vertiefungen mit Ausnahme von Al.

. Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 30 Minuten bei 37°C

inkubieren.

Saugen Sie den Inhalt der Vertiefungen ab und waschen Sie 5x
mit Arbeitswaschlosung. Fullen Sie die Vertiefungen bis zum oberen Rand.
Verbleibende Flissigkeit zum Schluss durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier
entfernen.

. Pipettieren Sie in alle Vertiefungen 100 pl TMB-Substrat. Achten Sie

auf Verschmutzungen — siehe Kapitol Technische Anmerkungen.

Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 15 Minuten bei 37°C
im Dunkeln inkubieren.

. Stoppen Sie die Reaktion durch Zugabe von 100 pl Stopplésung in der gleichen

Reihenfolge und den gleichen Intervallen, wie das Substrat pipettiert wurde.

10.Messen Sie am Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm die Intensitat

der Verfarbung der Losungen in den Vertiefungen im Vergleich zum Blank
(Vertiefung A1), und zwar innerhalb von 30 Minuten nach dem Stoppen
der Reaktion.
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10 Arbeitsschema
semiquantitative Auswertung quantitative Auswertung
im Index der Positivitat (IP) in Units U/ml

A Y- YYYY A

B *‘ﬁ* B

C C

D D

E E

F F

G G

H H

BL Blank (leere Vertiefung) BL Blank (leere Vertiefung)

NK 100 pl | CONTROL| - | CAL1 Kall 100 ul | CONTROL | - | CAL1
Cco 100 pl | CUTOFF | CAL2 Kal2 100 ul | CUTOFF | CAL2

PK 100 pl | CONTROL| + | CAL3 Kal3 100 ul | CONTROL | + | CAL3
TP 1-x 100 ul verdinnte Testprobe TP 1-x 100 pl verdiinnte Testprobe
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11 Testvaliditat
Der Test ist gliltig, wenn:
Die Blank-Extinktion ist kleiner als 0,150.

BLANK <0,150

Die Extinktion der Negativen Kontrolle (Kalibrator 1) ist kleiner als die Halfte
des Durchschnitts der Extinktion von CUT-OFF (Kalibrator 2).

CONTROL | - | CAL1 | < 0,5 x | CUTOFF | CAL2

Die durchschnittliche Extinktion von CUT-OFF (Kalibrator 2) liegt im Bereich
von 0,150 - 0,900.

0,150 < | CUTOFF | CAL2 | <0,900

Die Extinktion der Positiven Kontrolle (Kalibrator 3) ist groBer als das 1,5-fache
der durchschnittlichen Extinktion von CUT—OFF (Kalibrator 2).

CONTROL | + | CAL3 | >1,5x | CUTOFF | CAL2

12 Auswertung der Ergebnisse

Berechnung des Positivitatsindex (IP)

Dividieren Sie die Extinktion der getesteten Probe durch die durchschnittliche
in der gleichen Serie der Untersuchung gemessene Extinktion von CUT-OFF:

Extinktion Serum, Plasma, Liquor, Synovialfliissigkeit
Durchschnittliche Extinktion CUT OFF

Die Interpretation der Untersuchungsergebnisse siehe Tabellen (Tabelle 1 und
Tabelle 2).

23.08.2021 10/28 Version 17



EIA Borrelia recombinant IgM (192) m

Tabelle 1 Interpretation der Untersuchungsergebnisse fiir Serum, Plasma und
Liquor

Positivitatsindex (IP) Auswertung

kleiner als 0,9 negativ
0,9bis1,1 grenzwertig
hoher als 1,1 positiv

Die Untersuchung grenzwertiger Proben, d. h. Proben mit einem Positivitatsindex
von 0,9 bis 1,1, muss nach 2 bis 6 Wochen unter Berlicksichtigung der jeweiligen
spezifischen Erkrankung nach erneuter Entnahme wiederholt werden.

Tabelle 2 Interpretation der Untersuchungsergebnisse fiir die Synovialfliissigkeit

Verdiinnung der Probe Verdiinnung der Probe

Probe 1:21 1:.41 Auswertung
IP IP
Probe X kleiner als 1,0 kleiner als 1,0 negativ
Probe Y hoher als 1,0 kleiner als 1,0 grenzwertig
Probe Z hoher als 1,0 hoher als 1,0 positiv

Die Interpretation der Untersuchungen basiert auf dem Vergleich der bei zwei
verschiedenen Probenverdiinnungen erreichten IP.

Quantitative Auswertung in internationalen Einheiten (U/ml)

Erstellen Sie eine Kalibrierungskurve, indem Sie die Konzentration der Kalibratoren
in U/ml (X-Achse) gegen die entsprechenden Extinktionen (Y-Achse) auftragen.
Durch Verbindung der einzelnen Punkte erstellen Sie die Kalibrierungskurve.
Bestimmen Sie den Antikoérperspiegel in den Proben (U/ml) durch Ablesen dieser
Werte von der Kalibrierungskurve. Die Interpretationen der Ergebnisse
der quantitativen Auswertung des Tests siehe Tabelle (Tabelle 3).
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Tabelle 3 Quantitative Interpretation der Untersuchungsergebnisse fiir Serum,
Plasma und Liquor in internationalen Einheiten (U/ml)

Antikorperspiegel (U/ml)  Auswertung

kleiner als 18 negativ
18 bis 22 grenzwertig
hoéher als 22 positiv

Die Untersuchung grenzwertiger Proben muss nach 2 bis 6 Wochen unter
Berilicksichtigung der jeweiligen spezifischen Erkrankung nach erneuter
Blutentnahme wiederholt werden.

Der serologische Befund kann nur im Kontext mit den Ergebnissen anderer Labortests
und mit dem klinischen Bild des Patienten interpretiert werden.

Bestimmung der intrathekalen Synthese mittels des Antikorperindex

Die Bestimmung des Antikorperindex ist beschreibt im Kapitel 14 Nachweis
der intrathekalen Synthese spezifischer Antikorper.
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13 Charakteristiken des Kits

13.1 Spezifitat und Sensitivitat

Die diagnostische Spezifitait wurde auf der Platte negativer Seren ermittelt. Die
diagnostische Sensitivitat wurde auf der Platte positiver Seren ermittelt. Die Anzahl
der getesteten Seren und die gewonnenen Ergebnisse sind in der Tabelle (Tabelle 4)
beschrieben.

13.2 Wiederholbarkeit

Die Referenz-Kontrollproben wurden in statistisch relevanter Anzahl der
Replikationen, und zwar in einer oder in mehreren Analysen, getestet. Die
gewonnenen Daten wurden fir die Bestimmung der Intra Assay und der Prazision
im Rahmen des Labors verwendet. Die erlangten Ergebnisse sind in der Tabelle
(Tabelle 4) beschrieben.

13.3 Analytische Sensitivitat — Schwellenwert der Sensitivitat

Es handelt sich um die Verdinnung einer grenzwertigen oder schwach positiven
Probe, ggf. laut international anerkannten Standards, bei welcher sich die Absorbanz
(Extinktion) noch andert. Sie wird in den Einheiten U/ml ausgedrickt. Dieser Wert ist
eine minimale Nachweis- und Quantifizierungsgrenze. Die erlangten Ergebnisse sind
in der Tabelle (Tabelle 4) beschrieben.

13.4 Intra-Homogenitat

Sie bringt den Grad der Ubereinstimmung der Ergebnisse unter 100 Replikationen
einer grenzwertigen oder schwach positiven Probe in einer Untersuchungsserie zum
Ausdruck. Ausgedrickt wird sie mithilfe des Variationskoeffizienten. Die erlangten
Ergebnisse sind in der Tabelle (Tabelle 4) beschrieben.

13.5 Messbereich des Kits

Der Messbereich eines jeden Kits liegt zwischen den Werten des niedrigsten und des
hochsten Kalibrators.
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Tabelle 4 Charakteristiken des Kits

Parameter Wert
Spezifitat (n 124) 97,72 %
Sensitivitat (n 114) 99,07 %
Intra-assay 33,43 %
WL Prazision 6,42 %
Analytis‘che' E"mPfindIichkeit = 0,07
Positivitatsindex (IP)
Homogenitat 3,64 %

13.6 Interferenz

Zwei Proben (ein Mix negativer Plasmen und ein Mix positiver Plasmen) wurden mit
potentiell interferierenden endogenen Stoffen angereichert. Die Ergebnisse der
Interferenz zeigt die Tabelle (Tabelle 5).

Tabelle 5 Ergebnisse der Interferenz

Ergebnis unbeeinflusst bis

Interferierender Stoff .
zur Konzentration:

Bilirubin 0,4 mg/ml
Triacylglycerole 20 mg/ml
Hamoglobin 5 mg/ml
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13.7 Kreuzreaktivitat

Mittels des Kits wurden positive Proben fir ausgewahlte potentiell kreuzreagierende
Pathogene oder Faktoren untersucht. Die Ergebnisse des Tests umfasst die Tabelle

(Tabelle 6).

Tabelle 6 Ergebnisse der kreuzreagierenden Pathogene oder Faktoren

Kategorien n Positives Ergebnis
Treponema pallidum 15 0
Chlamydia pneumoniae 8 0
Mycoplasma pneumoniae 13 0
TBEV 8 0
RF 13 0
ANA 19 0
EBV 9 0
Total 85 0
23.08.2021 15/28 Version 17
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14 Arbeitssicherheit
Der Test ist nur fur Diagnosezwecke in vitro vorgesehen.

Die bei der Fertigung der Kontrollen verwendeten Seren wurden mit negativem
Ergebnis auf HIV 1 und HIV 2, HBsAg, HCV, TPHA untersucht. Dennoch ist es
erforderlich, mit den Seren so umzugehen, als seien sie potentielles
Infektionsmaterial.

Einige Reagenzien enthalten das giftige Natriumazid. Vermeiden Sie Hautkontakt.
Die Stopplosung enthalt eine verdiinnte Saureldsung.

Schiitzen Sie bei der Arbeit mit dieser Losung |hre Augen und lhre Haut!

Es ist notwendig, die 6rtlichen Arbeitssicherheitsbestimmungen einzuhalten.

Erste-Hilfe-MalRnahmen

Spillen Sie bei Augenkontakt Ihre Augen grindlich mit lauwarmem Wasser und
suchen Sie einen Arzt auf. Entledigen Sie sich bei Kleidungs- und Hautkontakt
samtlicher kontaminierter Kleidung. Spilen Sie die Haut grindlich mit Wasser und
Seife ab. Desinfizieren Sie die Haut, sofern Spritzer einer Losung, die Plasma oder eine
klinische Probe enthalt, auf diese gelangen. Spiilen Sie bei zufdlligem Verzehr lhren
Mund mit Trinkwasser aus und nehmen Sie arztliche Hilfe in Anspruch.

Resteentsorgung

Samtliche zur Testdurchfihrung verwendeten Hilfsmittel sind hinsichtlich des
Kontakts mit biologischem Material als potentiell infektids zu betrachten. Deshalb
sind sie als biologischer Abfall zu entsorgen.

Entsorgung des Kits nach Ablauf der Haltbarkeitsdauer

Zerlegen Sie das Kit in seine einzelnen Komponenten und entsorgen Sie diese als
biologisches Material. Entsorgen Sie die Verpackungen und Verpackungsreste gemal}
den ortlichen Vorschriften als sortierten Abfall.

15 Technische Anmerkungen

Um zuverldssige Ergebnisse zu erzielen, ist die genaue Einhaltung der Anleitung
notwendig. Verwenden Sie bei der Arbeit stets Hilfsmittel hdchsten
Sauberkeitsgrades. Bevorzugen Sie Hilfsmittel fiir den einmaligen Gebrauch.

Mikrotiterplatte — Bringen Sie vor dem Offnen den Beutel mit der Mikrotiterplatte
auf Labortemperatur, damit auf der Plattenoberfliche kein Wasserdampf
kondensiert.

Waschlosung — verwenden Sie zur Vorbereitung der Waschlosungs-
Arbeitsverdiinnung hochwertiges destilliertes Wasser.
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Waschen — halten Sie die vorgeschriebene Anzahl der Waschzyklen ein und fiillen Sie
die Vertiefungen bis zum oberen Rand. Die Zeitdauer, wahrend der die Vertiefungen
zwischen den Waschzyklen mit der Waschlosung gefiillt verbleiben (soak time), sollte
etwa 30 — 60 Sekunden betragen.

TMB-Substrat — verwenden Sie die Pipettierwanne fir TMB-Substrat fur keine
anderen Losungen. Fullen Sie den Losungsrest aus der Pipettierwanne nicht in die
Flasche zurick.

Nicht nachvollziehbaren Ergebnissen konnen methodische Fehler zugrunde liegen,
insbesondere:

e unzureichendes Mischen der Lésungen und der Proben vor der Verwendung
e Vertauschen der Flaschenverschliisse
e Verwendung der gleichen Spitze zum Pipettieren verschiedener Losungen

e die Reagenzien wurden zu hohen Temperaturen, bakterieller oder chemischer
Kontamination ausgesetzt

e unzureichendes Auswaschen der Vertiefungen, die Vertiefungen wurden nicht bis
zum Rand geflillt, schlechtes Absaugen der Losungsreste

e Verschmutzung der Vertiefungsrander mit Konjugat oder mit Proben
e Vertauschen der Reagenzien aus verschiedenen Kit-Chargen
e Kontakt der Reagenzien mit Oxidationsmitteln, Schwermetallen und deren Salzen.

Das Kit kann in mehrere Tests aufgeteilt werden. Entnehmen Sie zur Vorbereitung der
Arbeitslosungen nur so groRe Mengen Reagenzien, wie flr die Analyse notwendig
sind.

Der Test kann auf allen Typen automatischer ELISA-Analysatoren durchgefiihrt
werden. Bei Bedarf bietet TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. eine zertifizierte
Modifizierung der Arbeitsanweisung flir den jeweiligen Automatentyp an.

Das Produkt ist durch das Europdische Patent Nummer 0894143 und Nummer
1012181 geschutzt.

Bei Nichteinhaltung des Arbeitsverfahrens haftet der Hersteller nicht fiir die
korrekte Funktion des Tests.
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16 Nachweis der intrathekalen Synthese spezifischer Antikorper

16.1 Einleitung

Der Nachweis der intrathekalen Antikdrperproduktion ist nach der internationalen
Empfehlung (EFNS Richtlinie) unerlasslich flr die Diagnostik der friihen und spaten
Neuroborreliose. Der Nachweis erhohter Antikorper im Serum allein ist nicht
ausreichend. Die Diagnostik der Neuroborreliose besteht in der Detektion
der im Liquor produzierten spezifischen anti-Borrelien-Antikorper. Dies erfolgt durch
die Bestimmung des spezifischen Antikorperindex — Antibody-Index (Al). Die
Hauptaufgabe des Antikorperindex besteht in der Bestatigung der intrathekalen
Synthese spezifischer Antikorper im Liquor.

16.2 Testprinzip

Der Antikorperindex reprasentiert das Verhaltnis der Antikérperkonzentration
im Liquor und im Blutserum bezogen auf den Zustand der Blut-Liquor-Schranke und
die Konzentration von Gesamt-Immunoglobulinen im Liquor und im Serum.

Der Antibody-Index-Standard dient zur Erstellung der Kalibrierkurve, aus der mittels
des Programms Antibody Index Software von der Firma TestLine Clinical Diagnostics
s.r.o. die entsprechenden arbitraren Einheiten der getesteten Probe bestimmt
werden und anschlielfend der Antikdrperindex berechnet wird.

16.3 Material fiir die Testdurchfiihrung

Um den Antikorperindex zu bestimmen, missen sowohl CSF — als auch Serum-
(Plasma-) Proben glei gleichzeitig entnommen werden.

16.4 Unterlagen und Ausriistung zur Auswertung des Antikorperindex
Zur Testauswertung bendtigen Sie Folgendes:

1. Die Konzentrationswerte von Albumin und Gesamt-Immunoglobulinen IgM
im Liquor und Serum. Die Bestimmung erfolgt z. B. nephelometrisch. Das
Verhaltnis der Albumin-Konzentrationen im Liquor und im Serum entspricht
dem Zustand der Blut-Liquor-Schranke.

2. Das Programm Antibody Index Software

16.5 Verdiinnung der Liquor- und Serumproben

Verfahren Sie in gleicher Weise wie bei der Bestimmung der spezifzischen Antikorper
(siehe Kapitol Verdiinnung der Proben).
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Weitere Verdiinnung der Liquor- und Serumproben

Erfolgt nur dann, wenn die Extinktionen von Liquor oder Liquor und Serum
die Extinktion vom hochsten Punkt der Kalibrierkurve Ubersteigen und das Al-
Ergebnis bei einer solchen Paarprobe negativ ausfallt.

Verdiinnte Liquor- und Serumproben (siehe. Verdiinnung von Proben) 1:10
mit der Verdiinnungslésung flir die Proben weiter verdiinnen:

z.B: 15 pl verdiinnte Serumprobe + 135 pl Verdiinnungslésung und
15 ul verdiinnte Liquorprobe + 135 pl Verdiinnungslosung.
Gut mischen.

16.6 Testdurchfiihrung

Es ist sehr wichtig, alle Reagenzien vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur
zu bringen und grindlich zu mischen. Sofern Sie nicht die gesamte Platte verwenden,
legen Sie die nicht bendtigten Strips in die Verpackung mit dem Trocknungsmittel
zurtick, verschliellen diese luftdicht und lagern sie bei +2°C bis +8 °C. Sorgfaltig
vor Feuchtigkeit schiitzen!

Die Leistung des Antikorper-iIndex-Assays ist identisch mit der herkémmlicher
Probentests.

1. Dispensieren Sie Kontrollen (Kalibratoren) und verdinnte Proben gemaR
Arbeitsplan.

Semiquantitative Bewertung im Positivitadtsindex (IP):

e Lassen Sie die Vertiefung Al leer (Blank).

e Pipettieren Sie 100 pl Negativkontrolle (Kalibrator 1) in 1 Vertiefung.
e Pipettieren Sie 100 pl CUT-OFF (Kalibrator 2) in 2 Vertiefungen.

e Pipettieren Sie 100 pl Positivkontrolle (Kalibrator 3) in 1 Vertiefung.

e Pipettieren Sie 100 pl Proben mit den entsprechenden Verdiinnungen in die
verbleibenden Vertiefungen.

e Pipettieren Sie 100 ul der Proben (Liquor, Serum) in entsprechender Verdiinnung
in die restlichen Vertiefungen.
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Quantitative Auswertung in U/ml

Lassen Sie die Vertiefung A1l leer (Blank).

Pipettieren Sie 100 pl Negativkontrolle (Kalibrator 1) in 1 Vertiefung.

Pipettieren Sie 100 ul CUT-OFF (Kalibrator 2) in 2 Vertiefungen.

Pipettieren Sie 100 pl Positivkontrolle (Kalibrator 3) in 2 Vertiefungen.
Pipettieren Sie 100 pl Proben mit den entsprechenden Verdiinnungen in die
verbleibenden Vertiefungen.

Pipettieren Sie 100 pl der Proben (Liquor, Serum) in entsprechender Verdiinnung
in die restlichen Vertiefungen.

Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 30 Minuten bei 37°C
inkubieren.

Saugen Sie den Inhalt der Vertiefungen ab und waschen Sie 5x mit
Arbeitswaschlésung. Fullen Sie die Vertiefungen bis zum oberen Rand.
Verbleibende Flissigkeit zum Schluss durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier
entfernen.

4. Pipettieren Sie in alle Vertiefungen mit Ausnahme von A1 100 ul Konjugat.

Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 30 Minuten bei 37°C
inkubieren.

Saugen Sie den Inhalt der Vertiefungen ab und waschen Sie 5x mit
Arbeitswaschlésung. Fillen Sie die Vertiefungen bis zum oberen Rand.
Verbleibende Flissigkeit zum Schluss durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier
entfernen.

Pipettieren Sie in alle Vertiefungen 100 pl TMB-Substrat. Achten Sie auf
Verschmutzungen — siehe Kapitol Technische Anmerkungen.

Decken Sie die Platte mit dem Deckel ab und lassen Sie sie 15 Minuten bei 37°C
im Dunkeln inkubieren.

Stoppen Sie die Reaktion durch Zugabe von 100 pl Stopplosung in der gleichen
Reihenfolge und den gleichen Intervallen, wie das Substrat pipettiert wurde.

10.Messen Sie am Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm die Intensitat der

Verfarbung der Losungen in den Vertiefungen im Vergleich zum Blank (Vertiefung
A1), und zwar innerhalb von 30 Minuten nach dem Stoppen der Reaktion.
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16.7 Arbeitsschema
semiquantitative Auswertung

guantitative Auswertung

im Index der Positivitat (IP) in U/ml

A A

B B

C C

D D

E E

F F

G G

H H

BL Blank (leere Vertiefung) BL Blank (leere Vertiefung)

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

CcO 100 pl | CUTOFF | CAL2 Kal2 100 pl | CUTOFF | CAL2

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

TV1-x 100 ul verdiinnten TV 1-x 100 pl verdinnten
Testprobe Testprobe

L 1-x 100 ul  verdiinnte L1-x  100.ul verdinnte
Liquorprobe Liquorprobe

S1-x 100 pl verdiinnte S1-x 100 ul verdinnte
Serumprobe Serumprobe
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16.8 Testvaliditat
Der Test ist gliltig, wenn:
Die Blank-Extinktion ist kleiner als 0,150.

BLANK <0,150

Die durchschnittliche Extinktion von CUT-OFF (Kalibrator 2) liegt im Bereich
von 0,350 -0,750.

0,350< | CUTOFF | CAL2 | <0,750

16.9 Auswertung der Ergebnisse
Bestimmung des Antikorperindex (Al)

Zur Bestimmung der intrathekalen Synthese verwenden Sie das Programm Antibody
Index Software von der Firma TestLine, spol. s r.o. und gehen entsprechend der
Programmanleitung vor.

Die Interpretation der Untersuchungsergebnisse siehe Tabelle (Tabelle 7).

Tabelle 7 Interpretation der Untersuchungsergebnisse

Al-Wert Interpretation der Ergebnisse

<14 negativer Al, intrathekale Synthese nicht nachgewiesen

grenzwertiger Al, das Ergebnis ist in Korrelation mit dem
1,4-1,5 anhaltenden klinischen Befund und der Antikorperreaktion im
Serum zu werten

>1,5 positiver Al, intrathekale Synthese nachgewiesen

In Ausnahmefallen kann es vorkommen, dass die Extinktionen von Liquor oder von
Liquor und Serum die Extinktion vom hochsten Punkt der Kalibrierkurve tGbersteigen
und das Al-Ergebnis bei einem solchen Paarprobe negativ ausfallt. Das Programm
weist Sie in der Bewertung auf diese Tatsache hin. Danach verdiinnen Sie die
verdiinnten Liquor- und Serumproben weiter mit der Verdiinnungslosung (siehe
weitere Verdiinnung der Liquor- und Serumproben) und wiederholen den Test.
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Hinweise zur Interpretation der Ergebnisse

Aufgrund der immunologischen Reaktivitat des Organismus auf Borrelien-Antigene ist
folgendes zu beachten:

e die langsame Antikorperbildung in der Frithphase der Erkrankung

e die Moglichkeit der Beeinflussung der Antikérperbildung durch vorherige
Antibiotikagabe

e untypische Dynamik der Antikérperantwort

e die Persistenz der Antikorper nach der Behandlung muss nicht unbedingt ein
Therapieversagen bedeuten

e die Seronegativitat bei einer kleinen Prozentzahl der Betroffenen

e ein Negativbefund im Liquor schliel3t die Lyme-Neuroborreliose nicht aus.
Der Antikorperspiegel im Liquor hangt von folgenden Parametern ab:

e Antikorperspiegel im Blutserum

e Permeabilitdt der Blut-Liquor-Schranke

e intrathekale Antikérperproduktion.

Die spezifischen Immunoglobuline kénnen intrathekal auch noch einige Jahre nach
der Antibiotikabehandlung produziert werden. In manchen Fallen kénnen die
spezifischen Antikorper im Liquor friher als im Serum festgestellt werden.
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18 Symbolerklarung
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LOT Chargennummer
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Testschema EIA Borrelia recombinant IgM (192)

Step Symbol Einzelne Testschritte

Verdiinnung der Proben
von Serum/Plasma 1:101 (10 pl + 1 ml)
1 U von Liquor 1:2 (110 ul + 110 pl)
von Synovialflissigkeit 1:21 (20 pl + 400 pl), 1:41 (10 pl + 400
pl)

Pipettieren der Kontrollen und der verdiinnten Proben 100 pl

N

Blank = leere Vertiefung

Inkubation 30 Min. bei 37°C

Absaugen und Waschen der Vertiefungen 5x

Pipettieren des Konjugats 100 pl
Blank = leere Vertiefung

Inkubation 30 Min. bei 37°C

Absaugen und Waschen der Vertiefungen 5x

Pipettieren des Substrats (TMB-Substrat) 100 pl
EinschlieBlich Blank

O 00 N OO U b W

Inkubation 15 Min. bei 37°C

Pipettieren der Stopplésung 100 ul
EinschlieBlich Blank

[EN
o

[H
[

Photometrische Messung bei 450 nm

co el De D e
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