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Należy zawsze sprawdzać, czy użytkownik posiada aktualną 
instrukcję pracy (www.mikrogen.de lub +49 89 54801-0). 
 

1 Obszar zastosowania 
W przypadku podejrzenia klinicznego neuroboreliozy należy wykazać 
obecność przeciwciał wytworzonych wewnątrzoponowo. W tym celu 
pary płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica mogą być analizowane przy 
użyciu recomWell Borrelia. Ważne jest, aby pasujące pary płyn 
mózgowo-rdzeniowy/surowica były testowane równolegle w przebiegu 
testu. Zgodnie ze standardową 2-stopniową serodiagnostyką wyniki 
można potwierdzić za pomocą recomLine Borrelia (test 
potwierdzający) po teście przesiewowym. W celu ułatwienia obliczeń 
dotyczących diagnostyki płynu mózgowo-rdzeniowego (według 
Reibera) można zamówić w firmie MIKROGEN specjalnie opracowane 
oprogramowanie analityczne (Excel). 
 

2 recomWell Borrelia IgG, IgM 
2.1 Pobieranie próbek i przygotowanie 
2.1.1 Materiał próbek (surowica i płyn mózgowo-rdzeniowy) 
Surowica (EDTA, cytrynian, heparyna, CPD) i płyn mózgowo-
rdzeniowy od pacjenta muszą być pobrane tego samego dnia, najlepiej 
w tym samym czasie lub z niewielkim opóźnieniem. Nie zaleca się 
stosowania próbek inaktywowanych termicznie, żółtaczkowych, 
hemolitycznych, lipemicznych lub mętnych. Zwłaszcza w przypadku 
hemolitycznego płynu mózgowo-rdzeniowego mogą wystąpić błędne 
wyniki. 
Uwaga! 
Jeśli oznaczenia nie mają być wykonane natychmiast, materiał 
próbki może być przechowywany do 2 tygodni w temperaturze 
+2°C-+8°C. Dłuższe przechowywanie próbek jest możliwe dzięki 
przechowywaniu ich w temperaturze -20°C lub niższej. 
Wielokrotne zamrażanie i rozmrażanie próbek nie jest zalecane ze 
względu na ryzyko uzyskania nieprawidłowych wyników. Należy 
unikać więcej niż 3 cykli zamrażania i rozmrażania. 
 
2.1.2 Przygotowanie roztworów 
Odczynniki do oznaczania są wystarczające do wykonania 96 
oznaczeń IgG lub IgM. Podane poniżej ilości odnoszą się do 
przetwarzania jednej kolumny płytek do mikromiareczkowania 
z 8 dołkami. Przy jednoczesnym użyciu większej liczby kolumn płytek 
do mikromiareczkowania podane ilości należy pomnożyć przez liczbę 
używanych kolumn. Należy uwzględnić swoistą dla urządzenia 
objętość martwą. Bufor do rozcieńczania, roztwór substratu oraz 
roztwór zatrzymujący reakcję są gotowe do użycia. 
 
2.1.2.1 Sporządzanie gotowego do użycia buforu do płukania 
Koncentrat buforu do płukania rozcieńcza się w stosunku 1 + 9 
dejonizowaną H2O. Na jedną kolumnę płytki do mikromiareczkowania 
z 8 dołkami miesza się 5 ml koncentratu z 45 ml dejonizowanej H2O. 
Gotowy do użycia bufor do płukania może być przechowywany przez 
cztery tygodnie w temperaturze od +2°C do +8°C albo przez tydzień 
w temperaturze pokojowej. 
 
2.1.2.2 Sporządzanie roztworu koniugatu 
Na jedną kolumnę płytki do mikromiareczkowania z 8 dołkami dodać 
1 ml buforu do rozcieńczania do 10 µl koniugatu peroksydazy anty-
ludzkiej IgG (czerwona nasadka zamykająca) lub koniugatu 
peroksydazy IgM (zielona nasadka zamykająca) w czystym pojemniku 
i dobrze wymieszać (rozcieńczenie 1 + 100). Roztwór koniugatu 
należy przygotować bezpośrednio przed użyciem, przechowywanie 
gotowego do użycia roztworu koniugatu nie jest możliwe. 
 
2.2 Procedura testowa 
2.2.1 Badanie przesiewowe par płyn mózgowo-rdzeniowy/ 

surowica przy użyciu recomWell Borrelia 
W celu uniknięcia wahań między testami surowica i płyn mózgowo-
rdzeniowy muszą być zawsze oznaczane równolegle w jednym 
przebiegu testu. Dla zwiększenia pewności diagnostycznej zalecamy 
przygotowanie duplikatów próbek surowicy i płynu mózgowo-
rdzeniowego pacjenta. 
 

Do przeprowadzenia testu dostępne są zasadniczo dwie metody. Obie 
metody uwzględniają fakt, że krzywe rozcieńczenia nie przebiegają 
całkowicie liniowo w całym zakresie pomiarowym. 
 
W metodzie A (standardowe rozcieńczenia bez krzywej referencyjnej) 
do obliczeń wykorzystywane są tylko ściśle dopasowane pary 
zmierzonych wartości (płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica) lub 
liniowość zakresu pomiarowego jest zapewniona przez porównanie 
wartości wskaźnika przeciwciał obliczonych z kilku par.  
W metodzie B (standardowe rozcieńczenie z krzywą kalibracyjną) 
wskaźnik przeciwciał (AI, antibody index) jest określany przy użyciu 
krzywej kalibracyjnej.  
Ponieważ w przypadku metody B różnice między materiałem 
kalibracyjnym a próbką pobraną od pacjenta mogą mieć wpływ na 
wynik, do obliczania wskaźnika przeciwciał należy preferować metodę 
A. Jeśli dostępność materiału próbki jest ograniczona, zalecamy 
posiadanie przy sobie krzywej kalibracyjnej, aby w razie potrzeby 
można było przeprowadzić analizę metodą B. 
W celu ułatwienia obliczania wskaźnika przeciwciał (AI) według 
Reibera zaleca się korzystanie z oprogramowania analitycznego 
MIKROGEN (patrz punkt 3). 
 
Metoda A 
(standardowe rozcieńczenia bez krzywej referencyjnej): 
Przygotowanie standardowych rozcieńczeń, patrz 2.2.2.1 tabela 1. 
W celu zapewnienia, że praca jest wykonywana w liniowym zakresie 
krzywej rozcieńczenia, do obliczania wskaźnika przeciwciał stosuje się 
następujące warunki: 
1. Stosowane są głównie pary płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica, 

których wartości ekstynkcji nie różnią się od siebie o więcej niż 
0,3 OD.  

2.  Jeśli ekstynkcja płynu mózgowo-rdzeniowego i surowicy różni się 
o więcej niż 0,3 OD, wskaźnik przeciwciał (AI) można obliczyć, 
jeśli dostępne są wartości zmierzone z różnych rozcieńczeń 
surowicy (dlatego warto przygotować rozcieńczenie 1:505 oprócz 
1:101 już dla pierwszej partii):  

Jeśli jedna wartość pomiaru surowicy jest niższa niż wartość pomiaru 
płynu mózgowo-rdzeniowego, a jedna wartość pomiaru surowicy jest 
od niej wyższa, wskaźnik przeciwciał (AI) należy najpierw obliczyć przy 
użyciu obu kombinacji wartości pomiarowych. Jeśli oba obliczenia 
wskaźnika przeciwciał różnią się o mniej niż 30%, ważna jest wartość 
wskaźnika przeciwciał obliczona na podstawie bliższych par wartości. 
Podobną procedurę można zastosować, jeśli dostępne są wartości 
zmierzone z różnych rozcieńczeń płynu mózgowo-rdzeniowego i 
jednego rozcieńczenia surowicy. 
Generalnie obowiązuje zasada: jeśli dostępnych jest kilka ważnych 
kombinacji wartości pomiarowych, do obliczenia wskaźnika przeciwciał 
należy zawsze wykorzystywać wartości pomiarowe znajdujące się 
najbliżej siebie. 
Jeśli przy użyciu wymienionych metod nie można obliczyć prawidłowej 
wartości wskaźnika przeciwciał, parę płyn mózgowo-
rdzeniowy/surowica należy ponownie przetestować we wspólnej serii 
w kolejnych rozcieńczeniach. Jako pomoc do obliczenia odpowiednich 
rozcieńczeń można użyć oprogramowania analitycznego (punkt 3) 
(funkcja „Calculation of well dilution” („Obliczanie rozcieńczeń 
dołków”)). 
 
Metoda B 
(przeprowadzenie testu przy użyciu krzywej kalibracyjnej): 
Pary płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica należy rozcieńczyć w sposób 
opisany w metodzie A (2.2.2.1 tabela 1). Zawartą w teście kontrolę 
pozytywną należy rozcieńczyć zgodnie z instrukcjami podanymi w 
tabeli 2 (2.2.2.2). Uzyskane w ten sposób kalibratory 1-4 są mierzone 
we wspólnym przebiegu testu ze standardowymi rozcieńczeniami. 
Krzywą kalibracyjną tworzy się poprzez naniesienie wartości OD 
kalibratorów na odpowiadające im rozcieńczenia lub poprzez 
wprowadzenie wartości pomiarowych w polach dostępnych w 
oprogramowaniu. Pozwala to odczytać, która wartość pomiarowa 
surowicy lub płynu mózgowo-rdzeniowego odpowiada danemu 
rozcieńczeniu próbki referencyjnej. 
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Jeśli wartości OD próbki płynu mózgowo-rdzeniowego lub surowicy są 
poniżej próbki referencyjnej K4, ale powyżej wartości progowej (patrz 
2.2.4.2) i obie próbki są oddalone od siebie maksymalnie o 0,3 OD, 
wartości OD obu próbek można wykorzystać bezpośrednio do 
obliczenia Qspec lub wskaźnika przeciwciał (AI) (jak w metodzie A).  
Jeśli wartości OD próbki płynu mózgowo-rdzeniowego lub surowicy są 
powyżej próbki referencyjnej K1, para płyn mózgowo-
rdzeniowy/surowica musi zostać ponownie przetestowana we wspólnej 
serii w kolejnych rozcieńczeniach (patrz 2.2.2.3). 
 
2.2.2 Rozcieńczanie próbek i kalibratorów 
Rozcieńczenia wstępne należy wykonywać w probówkach 
polipropylenowych! 
 
2.2.2.1 Standardowe rozcieńczenia próbek płynu mózgowo-

rdzeniowego i surowicy  
 
Tabela 1 

IgG 
i 
IgM 

Surowica 
1:101 
Kontrola 1:101  

Do każdego 1 ml buforu do rozcieńczania dodać pipetą 
10 µl surowicy lub kontroli i dobrze wymieszać (1+100).  

Surowica 
1:505 

Do 800 µl buforu do rozcieńczania dodać pipetą 200 µl 
rozcieńczenia 1:101 i dobrze wymieszać. 

IgG PMR 1:4 
Umieścić 75 µl buforu do rozcieńczania w dołku i dodać 
pipetą 25 µl płynu mózgowo-rdzeniowego, a następnie 
dokładnie wymieszać przez wielokrotne zasysanie. 

IgM PMR 1:2 
Umieścić 50 µl buforu do rozcieńczania w dołku i dodać 
pipetą 50 µl płynu mózgowo-rdzeniowego, a następnie 
dokładnie wymieszać przez wielokrotne zasysanie. 

 
2.2.2.2 Rozcieńczenie kontroli pozytywnej do przygotowania 

kalibratorów (IgG/IgM) dla krzywej kalibracyjnej 

Tabela 2 
Próbka 
referencyjna 
(rozcieńczenie 
kontroli 
pozytywnej) 

Etap rozcieńczania 

K1 (1:101) 
Do 1 ml buforu do rozcieńczania dodać pipetą 10 µl kontroli 
pozytywnej i dobrze wymieszać 

K2 (1:202) 
Do 500 µl buforu do rozcieńczania dodać pipetą 500 µl 
próbki referencyjnej 1 (K1) i dobrze wymieszać 

K3 (1:404) 
Do 500 µl buforu do rozcieńczania dodać pipetą 500 µl 
próbki referencyjnej 2 (K2) i dobrze wymieszać 

K4 (1:808) 
Do 500 µl buforu do rozcieńczania dodać pipetą 500 µl 
próbki referencyjnej 3 (K3) i dobrze wymieszać 

 
2.2.2.3 Dalsze rozcieńczanie próbek 

Jeśli pierwsze rozcieńczenia nie pozwalają na obliczenie wskaźnika 
przeciwciał (AI), zaleca się następujące dalsze rozcieńczenia: 
 
Surowica: ro-
zcieńczenie stan-
dardowe 1:101 
(ekstynkcja) 

Zalecenie doty-
czące dalszych 
rozcieńczeń 

Surowica: ro-
zcieńczenie 1:500 
(ekstynkcja) 

Zalecenie doty-
czące dalszych 
rozcieńczeń: 

 2,000 Bez dalszych ro-
zcieńczeń 

 2,000 Bez dalszych ro-
zcieńczeń 

> 2,000 - 3,000 1:500 > 2,000 - 3,000 1:1000, 1:2000, 
1:4000 

> 3,000 1:1000, 1:2000, 
1:4000 

> 3,000 1:8000, 1:16000 

 
IgG PMR: 
standardowe 
rozcieńczenie 1:4 
(ekstynkcja) 

Zalecenie doty-
czące dalszych 
rozcieńczeń 

IgM PMR: 
rozcieńczenie 
standardowe 1:2 
(ekstynkcja) 

Zalecenie doty-
czące dalszych 
rozcieńczeń 

 2,000 Bez dalszych ro-
zcieńczeń 

 2,000 Bez dalszych ro-
zcieńczeń 

> 2,000 - 3,000 1:10 
1:20 

> 2,000 - 3,000 1:5 

> 3,000 1:40, 1:200, 
1:1000 

> 3,000 1:10, 1:20, 1:40 

 
Alternatywnie można użyć kalkulatora rozcieńczeń oprogramowania 
(punkt 3). Po naciśnięciu przycisku „Calculation of well dilutions” 
(„Obliczenie rozcieńczeń dołków”) można przejść do arkusza 
obliczeniowego służącego do określania odpowiednich rozcieńczeń. 
 

2.2.3 Przeprowadzenie testu 

Nr Procedura Uwagi 

1  Przed rozpoczęciem testu 
wszystkie odczynniki należy 
trzymać w temperaturze od +18°C 
do +25°C (temperatura pokojowa) 
przez co najmniej 30 minut. 

W celu uniknięcia skraplania się wody 
na płytce do mikromiareczkowania 
musi ona być doprowadzona do 
temperatury pokojowej w zamkniętej 
torebce. Po pobraniu potrzebnych 
kolumn należy ponownie zamknąć 
płytkę w torebce i przechowywać ją 
w lodówce.  
Surowice kontrolne oraz próbki od 
pacjenta i stężone koniugaty dobrze 
wymieszać przed użyciem. 

2  Przygotowanie próbek i kontroli 
Patrz 2.2.2 

Rozcieńczanie próbek i kontroli 
musi następować zawsze 
bezpośrednio przed wykonaniem 
testu.  
Przy przeprowadzeniu każdego testu 
należy dołączać wszystkie kontrole. 

3  Inkubacja próbek 
Do każdego dołka podać po 
100 µl rozcieńczonej próbki 
(surowica i płyn mózgowo-
rdzeniowy) albo rozcieńczonej 
kontroli i inkubować przez 
1 godzinę w temperaturze +37°C. 

Odmierzyć co najmniej jedną porcję 
kontroli negatywnej, kontroli 
pozytywnej i próbek od pacjentów. 
Kontrolę cut-off należy odmierzyć 
dwukrotnie. Najlepiej po jednej 
kontroli cut-off na początku serii i 
jednej na końcu serii. Przy 
przetwarzaniu ręcznym płytkę do 
mikromiareczkowania należy okleić 
starannie nieużywaną folią do 
przykrywania. Użyć komory inku-
bacyjnej +37°C. 

4  Płukanie Zaleca się wykonanie tego etapu za 
pomocą odpowiedniej płuczki ELISA.  

a)  Ostrożnie zdjąć folię do 
przykrywania. 

 

b)  Całkowicie (ważne!) opróżnić 
dołki.  

Odessać albo wytrząsnąć i oklepać.  

c)  Napełnić każdy dołek 300 µl 
gotowego do użycia buforu do 
płukania → 4 b) 

Przeprowadzić etapy płukania łącznie 
cztery razy. 
 

5  Inkubacja z koniugatem 
Dodać 100 µl rozcieńczonego 
roztworu koniugatu (2.1.2.2) 
i inkubować 30 minut w 
temperaturze +37°C. 

Przy przetwarzaniu ręcznym płytkę do 
mikromiareczkowania okleja się 
starannie folią do przykrywania. 

6  Płukanie (patrz 4b i 4c). Przeprowadzić etapy płukania łącznie 
cztery razy. 

7  Reakcja z substratem 
chromogenicznym 
Dodać pipetą 100 µl gotowego do 
użytku roztworu substratu 
i inkubować 30 minut 
w temperaturze pokojowej.  

Oklejanie płytki nie jest konieczne. 
Chronić przed bezpośrednim 
działaniem promieni słonecznych. 
Czas liczy się od pipetowania do 
pierwszego dołka. 

8  Zatrzymanie reakcji 
Do każdego dołka dodać pipetą 
po 100 µl gotowego do użytku 
roztworu zatrzymującego reakcję. 

Przed dodaniem roztworu 
zatrzymującego nie usuwa się 
roztworu substratu 
chromogenicznego! Zastosować ten 
sam schemat pipetowania jak przy 
pipetowaniu roztworu substratu 
chromogenicznego. 

9  Pomiar ekstynkcji 
Ekstynkcję poszczególnych 
dołków mierzy się w fotometrze do 
płytek do mikromiareczkowania 
przy 450 nm i referencyjnej 
długości fali 650 nm 
(dopuszczalne wartości od 620 do 
650 nm).  

Zerowanie wykonuje się w stosunku 
do powietrza. Pomiar musi zostać 
przeprowadzony w ciągu 60 minut od 
zatrzymania reakcji. 

Uwaga! 
Roztwory inkubacyjne nie mogą być przeniesione do innych dołków. 
W szczególności należy unikać rozprysków przy zdejmowaniu i nakładaniu 
folii do przykrywania. 

 
2.2.4 Ocena testu 
Wartość cut-off (wartość graniczna) jest definiowana jako średnia 
wartość ekstynkcji dwóch kontroli cut-off ( naniesionych na początku i 
na końcu serii).  
 
2.2.4.1 Walidacja – kontrola jakości 
Test można poddać ocenie, jeśli spełnione są następujące warunki: 

• Poszczególne wartości ekstynkcji podwójnego oznaczania kontroli 
cut-off nie odbiegają więcej niż 20% od ich średniej. 

• ekstynkcja kontroli negatywnej ≤ 0,150 

• ekstynkcja kontroli cut-off - ekstynkcja kontroli negatywnej ≥ 0,050 
(ECutoff – Eneg. kontr. ≥ 0,050) 

• ekstynkcja kontroli pozytywnej - ekstynkcja kontroli cut-off ≥ 0,300 
(Epoz. kontr. - Ecut-off ≥ 0,300) 
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• Tylko przy użyciu krzywej kalibracyjnej: 
ekstynkcja K1 > ekstynkcja K2 > ekstynkcja K3 > ekstynkcja K4 

• Nie zaleca się stosowania wartości pomiarowych > 3,000 
(ekstynkcja) do obliczania wskaźnika przeciwciał (AI). 

 
2.2.4.2 Obliczenie wskaźnika przeciwciał (AI) 
Następujące wartości progowe są definiowane jako podstawa do 
obliczania wskaźnika przeciwciał: 
Wartość progowa dla IgG i IgM surowicy: ekstynkcja kontroli cut-off 

Wartość progowa dla IgG i IgM płynu 

mózgowo-rdzeniowego: 
0,5 x ekstynkcja kontroli cut-off  

 
Obliczenie wskaźnika przeciwciał (AI) jest zawsze wykonywane, jeśli 
zmierzona wartość płynu mózgowo-rdzeniowego przekracza 0,5-
krotność kontroli cut-off: 
 
Wynik recomWell Borrelia IgG, IgM Dalsze postępowanie 

Ekstynkcjasurowica 1:101 
< wartość progowa dla surowicy 
i 
EkstynkcjaPMR 1:4 (1:2) 
< wartość progowa dla płynu mózgowo-
rdzeniowego 

brak oznaczenia swoistych 
przeciwciał B.b. w surowicy 
brak oznaczenia swoistych 
przeciwciał B.b. w płynie mózgowo-
rdzeniowym 
brak określenia wskaźnika prze-
ciwciał  

Ekstynkcjasurowica 1:101 

 wartość progowa dla surowicy 
i 
EkstynkcjaPMR 1:4 (1:2) 
< wartość progowa dla płynu mózgowo-
rdzeniowego 

oznaczenie swoistych przeciwciał 
B.b. 
brak oznaczenia swoistych 
przeciwciał B.b. w płynie mózgowo-
rdzeniowym 
brak określenia wskaźnika prze-
ciwciał  

Ekstynkcjasurowica 1:101 
< wartość progowa dla surowicy 
i 
EkstynkcjaPMR 1:4 (1:2) 

 wartość progowa dla płynu mózgowo-

rdzeniowego 

brak oznaczenia swoistych 
przeciwciał B.b. w surowicy 
Oznaczenie swoistych przeciwciał 
B.b. w płynie mózgowo-rdzeniowym 
Określenie wskaźnika przeciwciał 
(IgG lub IgM) 

Ekstynkcjasurowica 1:101 

 wartość progowa dla surowicy 
i 
EkstynkcjaPMR 1:4 (1:2) 

 wartość progowa dla płynu mózgowo-
rdzeniowego 

Oznaczenie swoistych przeciwciał 
B.b. w surowicy 
Oznaczenie swoistych przeciwciał 
B.b. w płynie mózgowo-rdzeniowym 
Określenie wskaźnika przeciwciał 
(IgG lub IgM) 

 
Jeśli dostępne są odpowiednie wartości OD w płynie mózgowo-
rdzeniowym i surowicy, wskaźnik przeciwciał wewnątrzoponowych (AI) 
można określić za pomocą oprogramowania analitycznego (patrz 
punkt 3). Jeśli użytkownik chce obliczyć wskaźnik przeciwciał (AI) 
ręcznie, może zamówić szablon obliczeniowy od firmy MIKROGEN. 
Jeśli wartość surowicy wynosi < 0,100, a wartość odpowiadającego jej 
wyniku płynu mózgowo-rdzeniowego jest powyżej wartości progowej, 
do obliczenia wskaźnika przeciwciał przyjmuje się ekstynkcję surowicy 
równą 0,100. 
 
2.2.5 Interpretacja wartości wskaźnika przeciwciał 

Wskaźnik przeciwciał IgG i IgM Interpretacja 

0,6  AI  1,3 norma 

1,3 < AI < 1,5 wartość graniczna 

 1,5 patologiczne 

 

Wartości wskaźnika przeciwciał pomiędzy 0,6  AI  1,3 mieszczą się 
w normie. Wewnątrzoponowa synteza przeciwciał Borrelia jest mało 
prawdopodobna. Oznaczone przeciwciała Borrelia w płynie mózgowo-
rdzeniowym pochodzą z surowicy i biernie przedostały się do 
przestrzeni płynu mózgowo-rdzeniowego przez barierę krew-płyn 
mózgowo-rdzeniowy. 
Wartości wskaźnika przeciwciał < 0,6 zwykle wskazują na błąd 
analityczny (np. chemia kliniczna). Zaleca się sprawdzenie, czy 
surowica i płyn mózgowo-rdzeniowy pochodzą z tego samego dnia lub 
czy można wykluczyć pomylenie próbek. Przydatne może być 
powtórne oznaczenie chemii klinicznej i/lub przeciwciał swoistych dla 
Borrelia. Jednak niskie wskaźniki przeciwciał mogą być również 
spowodowane infuzją przeciwciał lub albuminy bez obecności błędu 
analitycznego. 
Wartości wskaźnika przeciwciał pomiędzy 1,3 a 1,5 są wartościami 
granicznymi. Zaleca się ponowne zbadanie pary płyn mózgowo-
rdzeniowy/surowica lub w przypadku istotnego problemu klinicznego 
zbadanie nowej pary płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica w miarę 
postępu choroby. 

Wartości wskaźnika przeciwciał  1,5 należy klasyfikować jako 
patologiczne. Wskazują one na wewnątrzoponową syntezę przeciwciał 
Borrelia, tak jak ma to miejsce u pacjentów z neuroboreliozą. 

Zalecamy zbadanie patologicznych lub granicznych wyników w 
teście potwierdzającym (patrz analiza płynu mózgowo-
rdzeniowego/surowicy recomLine Borrelia IgG, IgM). 
 
2.3 Granice metody, ograniczenia 

• Wyniki testów serologicznych należy zawsze rozpatrywać w 
powiązaniu z obrazem klinicznym. Terapeutyczne konsekwencje 
wyników testów serologicznych należy wyciągać w powiązaniu z 
danymi klinicznymi. 

• Wskaźnik przeciwciał (AI) w normie nie może wykluczyć zakażenia 
płynu mózgowo-rdzeniowego przez Borrelia burgdorferi. 
Zwłaszcza we wczesnej fazie zakażenia przeciwciała mogą 
jeszcze nie występować lub mogą być obecne w nieoznaczalnej 
ilości. Antybiotykoterapia we wczesnym stadium może zapobiec 
tworzeniu się oznaczalnych przeciwciał. W przypadku podejrzenia 
klinicznego neuroboreliozy i ujemnych lub wątpliwych wyników 
badania surowicy należy ponownie pobrać i zbadać próbki po 
trzech tygodniach. 

• Patologiczny wskaźnik przeciwciał (AI) w IgG i/lub IgM nie oznacza 
w każdym przypadku występowania aktywnej neuroboreliozy. 
Ponieważ przeciwciała wewnątrzoponowe utrzymują się przez 
dłuższy czas, mogły zostać oznaczone przeciwciała po przebytej 
infekcji. Z tego powodu podczas rozpoznania należy uwzględnić 
liczbę komórek w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz iloraz 
albumin. 

• Wewnątrzoponowa synteza przeciwciał IgM nie wskazuje na 
świeże zakażenie. 

• Selektywne zastosowanie rekombinowanych antygenów Borrelia 
burgdorferi w dużym stopniu wyklucza reakcję krzyżową 
z przeciwciałami wywołanymi przez zakażenie patogenami kiły 
(Treponema pallidum), gorączki powrotnej (Borrelia recurrentis, 
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) lub leptospirozy (Leptospira sp.). 
W przypadku aktywnego zakażenia kiłą lub blizny immunologicznej 
kiły w pojedynczych przypadkach stwierdzono aktywność 
przeciwciał przeciwko antygenowi p41.  
Jeśli wyniki badań serologicznych są dodatnie, w diagnostyce 
różnicowej należy zawsze wykluczyć zakażenie kiłą. 

• W przypadku występowania mononukleozy zakaźnej (gorączka 
gruczołowa Pfeiffera, zakażenie EBV) może dojść do poliklonalnej 
stymulacji limfocytów B. Może to prowadzić do nieswoistych 
reakcji w oznaczaniu przeciwciał klasy IgM. W przypadku 
niejasnego wywiadu i występowania słabej odpowiedzi IgM zaleca 
się wykluczenie świeżego zakażenia EBV w ramach diagnostyki 
różnicowej. 

 
2.4 Charakterystyka działania  
2.4.1 Antygeny i surowice do oceny 
Testy recomWell Borrelia i recomLine Borrelia zostały ocenione przy 
użyciu surowic i płynów mózgowo-rdzeniowych pochodzących głównie 
z regionu południowych i zachodnich Niemiec. Surowice pochodzą od 
pacjentów z typowymi objawami klinicznymi różnych faz infekcji 
Borrelia (rumień wędrujący, neuroborelioza, zapalenie stawów z Lyme 
i przewlekłe zanikowe zapalenie skóry). 
Do produkcji testów wykorzystywane są następujące antygeny: 
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100 
(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VlsE (różne szczepy). 
recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis), 
VlsE (różne szczepy). 
recomLine Borrelia IgG, IgM: p100 (B. afzelii), VlsE (różne szczepy), 
p58 (B. garinii), p41 (B. b. sensu stricto), p39 (B. afzelii), OspA (B. 
afzelii), OspC (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii), 
p18 (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii, B. 
bavariensis). 
 
2.4.2 Ocena 
146 par płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica zbadano za pomocą 
recomWell Borrelia. Patologiczne i graniczne wartości wskaźnika 
przeciwciał zostały ponownie zbadane przy użyciu recomLine Borrelia. 
Próbki podzielono na grupy opisane w tabeli 3 (zdefiniowane 
klinicznie) i tabeli 4 (niezdefiniowane). 
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Tabela 3: Klinicznie zdefiniowane pary płyn mózgowo-
rdzeniowy/surowica, n = 57 

n 
Znane dane 

kliniczne 

Przeciwciał
a 

przeciwko 
B.b. w 

surowicy 

IgG AI 
patol./ 
gra-

niczne 

IgM AI 
patol./ 
gra-

niczne 

IgG: pot-
wierdzenie 

przez 
recomLine* 

IgM: pot-
wierdzenie 

przez 
recomLine* 

31 
Neuroboreli-

oza 
tak 

31 
(100%) 

18 
(86%) 

29/31 
(94%) 

18/18 
(100%) 

Liczba komórek >5/µl oraz uszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy 
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek pobranych od pacjenta) oraz 
wewnątrzoponowa synteza Ig (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek 
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciała przeciwko Borrelia burgdorferi w 
surowicy. 

7 ujemne nie 0 0 - - 

Liczba komórek <5/µl, nieuszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy, 
brak wewnątrzoponowej syntezy Ig, brak przeciwciał przeciwko Borrelia 
burgdorferi w surowicy. 

19 
Stwardnienie 

rozsiane 
2 tak 
17 nie 

0 0 - - 

*Potwierdzone przez silniejsze lub dodatkowe pasma w płynie 
mózgowo-rdzeniowym w porównaniu z surowicą. Badano pary płyn 
mózgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym AI lub granicznym AI. 
 

Tabela 4: Niezdefiniowane pary płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica, 
badanie w kierunku neuroboreliozy n = 70 

 
 

Znane dane 
kliniczne 

Przeciwciał
a 

przeciwko 
B.b. w 

surowicy 

IgG AI 
patol./ 
gra-

niczne 

IgM AI 
patol./ 
gra-

niczne 

IgG: pot-
wierdzenie 

przez 
recomLine* 

IgM: pot-
wierdzenie 

przez 
recomLine* 

17 Możliwa NB tak 4 4 4 4 

Liczba komórek >5/µl oraz uszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy 
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek pobranych od pacjenta) lub 
wewnątrzoponowa synteza Ig (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek 
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciała przeciwko Borrelia burgdorferi w 
surowicy. 

16 

Podejrzenie 
innego procesu 

zapalnego 
OUN 

tak 1 0 1 - 

Liczba komórek >5/µl lub uszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy 
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek pobranych od pacjenta) i/lub 
wewnątrzoponowa synteza Ig (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek 
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciała przeciwko Borrelia burgdorferi w 
surowicy. 

22 

Podejrzenie 
innego procesu 

zapalnego 
OUN 

nie 1 1 1 1 

Liczba komórek >5/µl lub uszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy 
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek pobranych od pacjenta) i/lub 
wewnątrzoponowa synteza Ig (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku próbek 
pobranych od pacjenta), brak swoistych przeciwciał przeciwko Borrelia 
burgdorferi w surowicy. 

15 ujemne tak 1 1 0 0 

Liczba komórek <5/µl, nieuszkodzona bariera krew-płyn mózgowo-rdzeniowy, 
brak wewnątrzoponowej syntezy Ig, swoiste przeciwciała przeciwko Borrelia 
burgdorferi w surowicy. 
 

*Potwierdzone przez silniejsze lub dodatkowe pasma w płynie 
mózgowo-rdzeniowym w porównaniu z surowicą. Badano pary płyn 
mózgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym AI lub granicznym AI. 
 
W 19 przypadkach stwierdzono wartości wskaźnika przeciwciał < 0,6 
w IgG i/lub IgM. Przypadki te zostały wyłączone z analizy, ponieważ 
nie można wykluczyć błędów analitycznych (np. chemii klinicznej). 
 

3 Oprogramowanie analityczne – badanie 
przesiewowe przy użyciu recomWell 

Arkusz kalkulacyjny Excel opracowany przez firmę MIKROGEN służy 
do obliczania wskaźnika przeciwciał wewnątrzoponowych (AI) dla par 
płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica przy użyciu testu ELISA. Ponadto 
arkusz kalkulacyjny Excel może być wykorzystany do określenia 
rozcieńczeń próbki, które są odpowiednie do obliczenia wartości 
wskaźnika przeciwciał i jednolitej zawartości IgG w późniejszym teście 
potwierdzającym. 
 
3.1 Wymagane wyposażenie dodatkowe 
Komputer z oprogramowaniem Excel 
 

3.2 Ostrzeżenia i środki ostrożności 
 Stosować tylko do diagnostyki in vitro. 
 Należy sprawdzić, czy posiadana wersja jest aktualna. Aktualną 

wersję można zamówić w firmie MIKROGEN (+49 89 54801-0) lub 
pobrać ze strony internetowej (www.mikrogen.de → Downloads). 

 Przed przeprowadzeniem programu należy zapoznać się z całą 
instrukcją użycia i dokładnie jej przestrzegać. Odstępstwa od 
zaleceń przedstawionych w instrukcji użycia mogą prowadzić do 
uzyskania nieprawidłowych wyników. 

 
3.3 Procedura 
Po otwarciu programu analitycznego pojawia się następujące okno: 
 

 
 
Na początku należy wprowadzić w podanych polach partię używanego 
zestawu testowego, datę, użytkownika i dane pacjenta, w tym dane 
chemii klinicznej. Należy wybrać odpowiednie jednostki dla wartości 
chemii klinicznej (g/l; mg/l; g/dl; mg/dl). 
 
Jeśli użytkownik nie chce stosować rozcieńczeń zalecanych w punkcie 
2.2.2, arkusz kalkulacyjny może zostać użyty przed rozpoczęciem 
analiz w celu wstępnego oszacowania odpowiednich rozcieńczeń na 
podstawie danych chemii klinicznej (zawartość albumin i IgG). W takim 
przypadku należy nacisnąć odpowiedni przycisk „recomWell Borrelia 
calculation of well dilution” („Obliczanie rozcieńczeń dołków recomWell 
Borrelia”) w prawym górnym rogu i wprowadzić dane kliniczne.  
Należy zwrócić uwagę, że wszystkie nieużywane pola zawierają 
wartość 0. W razie potrzeby należy w tym celu nacisnąć przycisk 
„Reset all values” („Resetuj wszystkie wartości”).  
 
Niezależnie od rozcieńczeń użytych do pomiaru próbek płynu 
mózgowo-rdzeniowego i surowicy, arkusz kalkulacyjny może być w 
następujący sposób użyty do obliczenia wskaźnika przeciwciał:  
W polu „Specific antibodies” („Swoiste przeciwciała”) należy najpierw 
wybrać wariant oceny z listy rozwijanej (przycisk „Calibration method” 
(„Metoda kalibracyjna”)). W zależności od wyboru aktywowane są pola 
wprowadzania danych powiązane z danym wariantem. 
Rozcieńczenie surowicy jest domyślnie ustawione na 1:101, a 
rozcieńczenie płynu mózgowo-rdzeniowego na 1:4 dla IgG i 1:2 dla 
IgM. Ekstynkcja kontroli cut-off jest również wykorzystywana przez 
program do obliczania płynu mózgowo-rdzeniowego, ponieważ płyn 
mózgowo-rdzeniowy i surowica muszą być analizowane w tym samym 
przebiegu. 



Analiza płynu mózgowo-rdzeniowego/surowicy, recomWell Borrelia IgG, IgM - recomLine Borrelia IgG, IgM 
Instrukcja pracy (język polski) 

 

 

AVLISEBB06PL_2023-05  5/8 

Jeśli wartość surowicy wynosi < 0,100 przy dodatnim płynie mózgowo-
rdzeniowym, do obliczenia wskaźnika przeciwciał (AI) przyjmuje się 
ekstynkcję 0,100. 
W zależności od metody pola, które nie są wymagane do obliczeń, są 
wyszarzone i nie trzeba ich wypełniać.  
 
Metoda A 
(obliczenie bez krzywej referencyjnej): 
Wprowadzić zmierzone wartości OD ( jedna do dwóch wartości 
pomiarowych płynu mózgowo-rdzeniowego i jedna wartość pomiarowa 
surowicy lub jedna wartość pomiarowa płynu mózgowo-rdzeniowego i 
jedna do dwóch wartości pomiarowych surowicy), współczynniki 
rozcieńczenia i wartość kontroli cut-off.  
W polu „Max. error tolerance (%)” („Maks. tolerancja błędu (%)”) 
ustawiona jest domyślnie wartość 30. Wartości tej nie wolno zmieniać 
w celu zapewnienia zgodnego z przeznaczeniem użytkowania.  
 
Metoda B 
(obliczenie przy użyciu krzywej kalibracyjnej): 
Można wprowadzić zmierzone wartości OD próbek, współczynniki 
rozcieńczenia i zmierzoną wartość kontroli cut-off. W punkcie 
„calibrator values” („Wartości kalibratora”) należy wprowadzić wyniki 
pomiarowe (OD) serii rozcieńczeń kontroli pozytywnej (patrz punkt 
2.2.2.2). 
 
Wynik obliczeń metodą A lub B jest wyświetlany w polu „Results” 
(„Wyniki”). 
 
Jeśli kryteria ważności testu zgodnie z punktem 2.2.4.1 nie są 
spełnione, pojawia się ostrzeżenie (czerwony pasek). Należy 
postępować zgodnie z podanymi zaleceniami.  
Przykład: Measurements differ more than OD 0,3 – Please adapt 
dilutions (wartości płynu mózgowo-rdzeniowego i surowicy różnią się o 
ponad 0,3 OD. Dopasować rozcieńczenia)! 
 

 
 
 
3.4 Kalkulator rozcieńczeń – „recomWell Borrelia Calculation 

of Well Dilution” („Obliczanie rozcieńczeń dołków 
recomWell Borrelia”) 

Jeśli pierwsze rozcieńczenia nie pozwalają na obliczenie wskaźnika 
przeciwciał (AI), do określenia odpowiednich rozcieńczeń można użyć 
kalkulatora rozcieńczeń. Nacisnąć przycisk „recomWell Borrelia 
calculation of well dilution” („Obliczanie rozcieńczeń dołków recomWell 
Borrelia”) wprowadzić określone do tej pory wartości OD dla surowicy 
ORAZ płynu mózgowo-rdzeniowego w odpowiednich polach. 
 

 
 
Jeśli z obu próbek dostępne są wartości pomiarowe tylko dla jednego 
rozcieńczenia, należy wprowadzić wartości pomiarowe dla 
rozcieńczenia 1 i rozcieńczenia 2. 
W miarę możliwości należy unikać wartości OD > 3 przy obliczaniu 
rozcieńczenia. Jeśli jednak nie są dostępne inne wartości, można je 
wprowadzić w celu oszacowania rozcieńczenia (pole wprowadzania 
jest automatycznie podświetlane na czerwono). 
 
Powtórzyć analizy z nowo ustalonymi rozcieńczeniami.  
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4 recomLine Borrelia IgG, IgM 
4.1 Pobieranie próbek i przygotowanie odczynników 
4.1.1 Materiał próbek (płyn mózgowo-rdzeniowy i surowica) 
Płyn mózgowo-rdzeniowy i surowica (EDTA, cytrynian, heparyna, 
CPD) od pacjenta muszą być pobrane tego samego dnia, najlepiej w 
tym samym czasie lub z niewielkim opóźnieniem. Nie zaleca się 
stosowania próbek inaktywowanych termicznie, żółtaczkowych, 
hemolitycznych, lipemicznych lub mętnych. Zwłaszcza w przypadku 
hemolitycznego płynu mózgowo-rdzeniowego mogą wystąpić błędne 
wartości. 
Uwaga! 
Jeśli oznaczenia nie mają być wykonane natychmiast, materiał 
próbki może być przechowywany do 2 tygodni w temperaturze 
+2°C-+8°C. Dłuższe przechowywanie próbek jest możliwe dzięki 
przechowywaniu ich w temperaturze -20°C lub niższej. 
Wielokrotne zamrażanie i rozmrażanie próbek nie jest zalecane ze 
względu na ryzyko uzyskania nieprawidłowych wyników. Należy 
unikać więcej niż 3 cykli zamrażania i rozmrażania. 
 
4.1.2 Przygotowanie roztworów 
4.1.2.1 Bufor do rozcieńczania 
Bufor do rozcieńczania płynu mózgowo-rdzeniowego i surowicy jest 
gotowy do użycia. 
 
4.1.2.2 Przygotowanie gotowego do użycia buforu do płukania A 
Bufor ten jest potrzebny do rozcieńczenia koniugatu, jak również do 
mycia. 
Przed rozcieńczeniem określić objętość buforu do płukania A dla 
odpowiedniej liczby wykonywanych testów. 
Odtłuszczone mleko w proszku należy najpierw rozpuścić 
w koncentracie buforu do płukania A, a następnie uzupełnić do 
ostatecznej objętości wodą dejonizowaną (rozcieńczenie 1 + 9). 
Wymagane ilości dla określonej liczby pasków testowych należy 
obliczyć według następujących wzorów (nie uwzględnia się objętości 
martwej właściwej dla danego urządzenia): 

Odczynnik Wzór 
Przykład: 
5 pasków 

Odtłuszczone mleko w proszku [g] = liczba pasków x 0,1 0,5 g 

Koncentrat buforu do płukania A [ml] = liczba pasków x 2 10 ml 

Woda dejonizowana [ml] = liczba pasków x 18 90 ml 

Gotowy do użycia bufor do płukania A 
[ml] 

= liczba pasków x 20 100 ml 

 
Gotowy do użycia bufor do płukania A może być przechowywany 
w temperaturze 2°C-8°C przez cztery tygodnie. Gotowy do użycia 
bufor do płukania A jest bezwonny i lekko mętny. 
 
4.1.2.3 Przygotowanie roztworów koniugatu 
Roztwór koniugatu należy przygotować bezpośrednio przed użyciem, 
przechowywanie gotowego do użycia roztworu koniugatu nie jest 
możliwe.  
Rozcieńczyć jedną część koncentratu koniugatu ze 100 częściami 
gotowego do użycia buforu do płukania A (1 + 100). 
Wymagane ilości dla określonej liczby pasków testowych należy 
obliczyć według następujących wzorów: 

Odczynnik Wzór 
Przykład: 
5 pasków 

Koncentrat koniugatu [µl] = liczba pasków x 20 100 µl 

Gotowy do użycia bufor do płukania A 
[ml] 

= liczba pasków x 2 10 ml 

 
Ilości koniugatu obliczane są bez objętości martwej. W zależności od 
sposobu przetwarzania (ręcznie lub na urządzeniu) należy 
przygotować dodatkowy roztwór koniugatu na 1 do 3 pasków. 
 
4.2 Badanie par płyn mózgowo-rdzeniowy/ surowica przy 

użyciu recomLine Borrelia 
4.2.1 Rozcieńczenie próbek 
Jeśli w przesiewowym teście ELISA został określony patologiczny lub 
graniczny wskaźnik przeciwciał (AI) dla płynu mózgowo-rdzeniowego i 
surowicy, rozcieńczenia do późniejszego potwierdzenia przy użyciu 
recomLine Borrelia są obliczane za pomocą programu analitycznego. 
Dzięki tym rozcieńczeniom można ustalić równe zawartości 
immunoglobulin w surowicy i płynie mózgowo-rdzeniowym w celu 
odróżnienia wewnątrzoponowej syntezy przeciwciał od przeciwciał, 
które zostały biernie przeniesione z surowicy do płynu mózgowo-
rdzeniowego. Syntezę wewnątrzoponową można również oznaczyć 
bezpośrednio bez testu ELISA przy użyciu recomLine Borrelia. 
 
 

 
4.2.2 Przeprowadzenie testu 

Nr Procedura Uwagi 

1  Przed rozpoczęciem testu 
wszystkie odczynniki należy 
trzymać w temperaturze 
18°C-25°C (temperatura 
pokojowa) przez co najmniej 
30 minut. 

Test przeprowadza się w 
temperaturze pokojowej. 

2  Przygotowanie próbek  
Przygotować bufor rozcieńczający 
dla surowicy i płynu mózgowo-
rdzeniowego zgodnie z 
obliczeniami rozcieńczenia (patrz 
program analityczny).  
Dodać obliczone ilości surowicy i 
płynu mózgowo-rdzeniowego 
(końcowa objętość surowicy 2 ml; 
płynu mózgowo-rdzeniowego 
1 ml). 

Płyn mózgowo-rdzeniowy należy 
stosować w możliwie największym 
stężeniu. (IgG 1:2 – 1:20, IgM 1:2 – 
1:10). Rozcieńczenie surowicy 
zależy od ilości użytego płynu 
mózgowo-rdzeniowego i 
wcześniejszych wyników chemii 
klinicznej. Wydzielić pipetą próbkę do 
buforu do rozcieńczania i wymieszać 
jak najszybciej, delikatnie potrząsając 
płytką inkubacyjną. 
Jeśli mają być odmierzane pipetą 
ilości surowicy < 10 µl, zalecane jest 
wstępne rozcieńczenie 1:10 lub 
1:100.  

3  Inkubacja 
Włożyć paski testowe. 

Nie należy dotykać pasków gołymi 
rękami – należy użyć plastikowej 
pęsety. Numer paska skierowany jest 
do góry. 
Paski muszą być całkowicie 
zanurzone. 

 Inkubować przez noc przy 
delikatnym wstrząsaniu. 

Przykryć tacę inkubacyjną. 

4  Płukanie Przeprowadzić etapy płukania 4a-4c 
łącznie trzy razy.  

a)  Ostrożnie zdjąć przykrycie z tac 
inkubacyjnych. 

Unikać zanieczyszczenia krzyżowego. 

b)  Ostrożnie odessać rozcieńczenie 
próbki z poszczególnych dołków. 

W przypadku przetwarzania 
maszynowego należy przestrzegać 
instrukcji podanej przez producenta 
urządzenia. 

c)  Odmierzyć pipetą 2 ml gotowego 
do użycia buforu do płukania A 
do każdego dołka, wymywać 
przez 5 minut, delikatnie 
wstrząsając, a następnie odessać 
bufor do płukania A. 

 

5  Inkubacja z koniugatem 
Dodać 2 ml gotowego do użycia 
roztworu koniugatu i inkubować 
przez 45 lub 60 *minut przy 
delikatnym wstrząsaniu. 

Przykryć tacę inkubacyjną plastikową 
pokrywką i umieścić na wytrząsarce. 

6  Płukanie 
patrz punkt 4 

Przeprowadzić etapy płukania 4a-4c 
łącznie trzy razy. 

7  Reakcja z substratem 
chromogenicznym 
Dodać 1,5 ml roztworu substratu 
i inkubować przez 8 minut przy 
delikatnym wstrząsaniu. 

 

8  Zatrzymanie reakcji 
Usunąć roztwór substratu 
Przemyć co najmniej trzy razy 
krótko wodą dejonizowaną. 

 

9  Suszenie pasków 
Przed oceną suszyć paski przez 
2 godziny między 2 warstwami 
chłonnego papieru. 

Ostrożnie wyjąć paski z wody 
plastikową pęsetą. Paski 
przechowywać chroniąc przed 
światłem. 

Uwaga! 
Roztwory inkubacyjne nie mogą być przeniesione do innych dołków. Uni-
kać rozprysków, zwłaszcza podczas otwierania i zamykania pokrywy. 

* Oba czasy inkubacji koniugatów zostały ocenione przez firmę 
MIKROGEN (patrz punkt 4.5.3) i mogą być wybrane zgodnie z 
wymaganiami laboratorium. 
 
4.3 Wyniki 
4.3.1 Walidacja – kontrola jakości 
Test można ocenić, jeśli spełnione są następujące kryteria: 
1. Pasmo kontroli reakcji (górna linia) wyraźnie zabarwione, ciemne 

pasmo. 
2. Klasa przeciwciał (drugie i trzecie pasmo): pasmo kontrolne 

koniugatu IgG lub IgM musi wykazywać wyraźne zabarwienie.  
3. Kontrola cut-off (czwarte pasmo): brak znaczenia. 
 
4.3.2 Ocena 
Ocena pasków testowych może być dokonywana tylko wizualnie.  

• Odnotować w załączonym arkuszu oceny datę i numer serii, jak 
również wykrytą klasę przeciwciał. 

• Numery identyfikacyjne próbek należy wpisać w arkuszu oceny. 
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• Teraz za pomocą kleju przykleić odpowiednie paski testowe do 
odpowiednich pól arkusza oceny. W tym celu należy wyrównać 
paski testowe z paskiem kontroli reakcji na zaznaczonej linii 
znakowania. Następnie przykleić paski testowe na lewo od linii 
znakowania za pomocą przezroczystej taśmy klejącej (nie zaklejać 
paska kontroli reakcji!). Przyklejenie całego paska testowego za 
pomocą kleju w sztyfcie lub taśmy klejącej może prowadzić do 
zmiany zabarwienia. 

• Teraz zidentyfikować pasma rozwiniętych pasków testowych za 
pomocą wydrukowanego paska kontrolnego arkusza oceny i 
wpisać je do arkusza oceny.  

• Widoczne pasma (niezależnie od cut-off) w rozcieńczonej 
surowicy są oznaczone +. Jeśli pasmo odpowiedniego paska 
płynu mózgowo-rdzeniowego ma większą intensywność niż pasmo 
surowicy, zapisywane jest ++. Dodatkowe pasma w płynie 
mózgowo-rdzeniowym są oznaczone symbolem +. 

 
4.3.3 Interpretacja wyników testu 

Ocena pasm Interpretacja 

Brak pasm w płynie 
mózgowo-rdzeniowym. 

Brak oznaczalnych przeciwciał swoistych dla 
Borrelia w płynie mózgowo-rdzeniowym. 

Pasma obecne w płynie 
mózgowo-rdzeniowym, 
intensywność pasm 
równa w porównaniu z 
surowicą. 

Oznaczone przeciwciała swoiste dla Borrelia 
przedostały się biernie z surowicy do przestrzeni 
płynu mózgowo-rdzeniowego. 

Pasma obecne w płynie 
mózgowo-rdzeniowym, 
intensywność pasm 
słabsza w porównaniu z 
surowicą. 

Możliwość błędu analitycznego (np. chemia 
kliniczna). Zaleca się sprawdzenie, czy surowica i 
płyn mózgowo-rdzeniowy pochodzą z tego samego 
dnia lub czy można wykluczyć pomylenie próbek. 
Przydatne może być powtórne oznaczenie chemii 
klinicznej, a następnie powtórzenie testu ze 
skorygowanym rozcieńczeniem. 

Pasma obecne w płynie 
mózgowo-rdzeniowym, 
intensywność pasm 
silniejsza w porównaniu z 
surowicą 
i/lub 
dodatkowe swoiste 
pasma w płynie 
mózgowo-rdzeniowym. 

Wewnątrzoponowa synteza przeciwciał swoistych 
dla Borrelia jest prawdopodobna.  
 
 
 
Dodatkowe swoiste pasma w płynie mózgowo-
rdzeniowym są wysoce znamienne dla wytwarzania 
wewnątrzoponowych przeciwciał swoistych dla 
Borrelia. 
Wyizolowany p41 może być nieswoisty. Nie można 
jednak wykluczyć syntezy wewnątrzoponowej. 

Intensywność pasma w 
zakresie nasycenia  
(bardzo silna 
intensywność pasma). 

W przypadku bardzo silnej intensywności pasma 
antygenu, ocena porównawcza reaktywności 
surowicy i płynu mózgowo-rdzeniowego może 
być niemożliwa. Jeśli stwierdzenie dotyczące 
syntezy wewnątrzoponowej nie może być 
wyprowadzone na podstawie innych antygenów, 
zalecamy powtórzenie testu płynu mózgowo-
rdzeniowego/surowicy z dostosowanymi stężeniami 
immunoglobulin w większym rozcieńczeniu. W takich 
przypadkach zaleca się również rozcieńczenie płynu 
mózgowo-rdzeniowego > 1:20 w IgG lub > 1:10 w 
IgM. 

 
4.4 Granice metody, ograniczenia 

• Wyniki testów serologicznych należy zawsze rozpatrywać w 
powiązaniu z obrazem klinicznym. Terapeutyczne konsekwencje 
wyników testów serologicznych należy wyciągać w powiązaniu z 
danymi klinicznymi. 

• Wynik w normie nie może wykluczyć zakażenia płynu mózgowo-
rdzeniowego przez Borrelia burgdorferi. Zwłaszcza we wczesnej 
fazie zakażenia przeciwciała mogą jeszcze nie występować lub 
mogą być obecne w nieoznaczalnej ilości. Antybiotykoterapia we 
wczesnym stadium może zapobiec tworzeniu się oznaczalnych 
przeciwciał. W przypadku podejrzenia klinicznego neuroboreliozy i 
ujemnych lub wątpliwych wyników badania surowicy należy 
ponownie pobrać i zbadać próbki po trzech tygodniach. 

• Patologiczny wynik w IgG i/lub IgM nie oznacza w każdym 
przypadku występowania aktywnej neuroboreliozy. Ponieważ 
przeciwciała wewnątrzoponowe utrzymują się przez dłuższy czas, 
mogły zostać oznaczone przeciwciała po przebytej infekcji. 

• Wewnątrzoponowa synteza przeciwciał IgM nie wskazuje na 
świeże zakażenie. 

• Selektywne zastosowanie rekombinowanych antygenów Borrelia 
burgdorferi w dużym stopniu wyklucza reakcję krzyżową 
z przeciwciałami wywołanymi przez zakażenie patogenami kiły 
(Treponema pallidum), gorączki powrotnej (Borrelia recurrentis, 
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) lub leptospirozy (Leptospira sp.). 
W przypadku aktywnego zakażenia kiłą lub blizny immunologicznej 
kiły w pojedynczych przypadkach stwierdzono aktywność 
przeciwciał przeciwko antygenowi p41. W przypadku niejasnych 

wyników badań serologicznych na obecność krętków Borrelia 
należy dlatego wykluczyć zakażenie kiłą. 

• W przypadku występowania mononukleozy zakaźnej (gorączka 
gruczołowa Pfeiffera, zakażenie EBV) może dojść do poliklonalnej 
stymulacji limfocytów B. Może to prowadzić do nieswoistych 
reakcji w oznaczaniu przeciwciał klasy IgM. W przypadku 
niejasnego wywiadu i występowania słabej odpowiedzi IgM zaleca 
się wykluczenie świeżego zakażenia EBV w ramach diagnostyki 
różnicowej. 

• Ciemne paski testowe: Niektóre próbki od pacjentów mogą dawać 
ciemne, ciągłe lub wzorzyste zabarwienie na całym pasku 
nitrocelulozowym. Odpowiedzialne są za to różne czynniki z danej 
surowicy pacjenta. Ocena tych pasków jest zwykle możliwa tylko z 
ograniczeniami. Na przykład „odwrotne” pasma (białe pasma na 
ciemnym tle) należy uznać za ujemne. W każdym przypadku 
należy sprawdzić odpowiednią surowicę za pomocą innych metod 
serologicznych. 

 
4.5 Charakterystyka działania 
4.5.1 Antygeny i surowice do oceny 
Testy recomWell Borrelia i recomLine Borrelia zostały ocenione przy 
użyciu surowic i płynów mózgowo-rdzeniowych pochodzących głównie 
z regionu południowych i zachodnich Niemiec. Surowice pochodzą od 
pacjentów z typowymi objawami klinicznymi różnych faz infekcji 
Borrelia (rumień wędrujący, neuroborelioza, zapalenie stawów z Lyme 
i przewlekłe zanikowe zapalenie skóry). 
Do produkcji testów wykorzystywane są następujące antygeny: 
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100 
(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VlsE (różne szczepy). 
recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis), 
VlsE (różne szczepy). 
recomLine Borrelia IgG, IgM: p100 (B. afzelii), VlsE (różne szczepy), 
p58 (B. garinii), p41 (B. b. sensu stricto), p39 (B. afzelii), OspA (B. 
afzelii), OspC (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii), 
p18 (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii, B. 
bavariensis). 
 
4.5.2 Ogólna charakterystyka działania 
Patrz 2.4 Charakterystyka działania recomWell Borrelia IgG, IgM.   
 
4.5.3 Ocena inkubacji koniugatu przez 45 minut w porównaniu 

z 60 minutami 
28 par płyn mózgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym 
wskaźnikiem przeciwciał (AI) i podejrzeniem neuroboreliozy badano 
zarówno po 45 minutach, jak i po 60 minutach inkubacji koniugatu. 
Porównanie wykazało w 100% takie same wyniki.  
 

5 Oprogramowanie – potwierdzenie przy użyciu 
recomLine 

5.1 Kalkulator rozcieńczenia dla testu paskowego 
Jeśli po obliczeniu wskaźnika przeciwciał (AI) należy przeprowadzić 
dla potwierdzenia test paskowy, wymagane rozcieńczenie surowicy 
można określić, naciskając przycisk „Calculation of strip dilution“ 
(„Obliczanie rozcieńczenie pasków”).  
W otwartym arkuszu kalkulacyjnym można wprowadzić ilość 
dostępnego płynu mózgowo-rdzeniowego w punkcie „CSF dilution” 
(„Rozcieńczenie płynu mózgowo-rdzeniowego”). Ponadto można 
zmienić pożądane rozcieńczenie płynu mózgowo-rdzeniowego. 
Przy użyciu wcześniej wprowadzonych danych klinicznych (arkusz 
obliczeniowy ELISA) program określa teraz rozcieńczenie surowicy dla 
testu przy użyciu recomLine Borrelia, które odpowiada odpowiedniemu 
całkowitemu stężeniu immunoglobulin w płynie mózgowo-rdzeniowym 
w IgG lub IgM. 
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6 Piśmiennictwo 
Patrz instrukcja użycia recomWell Borrelia IgG, IgM lub recomLine 
Borrelia IgG, IgM 
 

7 Dane producenta i wersji 
Analiza płynu mózgowo-rdzeniowego/surowicy 

recomWell Borrelia IgG 

recomWell Borrelia IgM 

recomLine Borrelia IgG 

recomLine Borrelia IgM 

 

Nr art. 4204 

Nr art. 4205 

Nr art. 4272 

Nr art. 4273 
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