Analiza ptynu mézgowo-rdzeniowego/surowicy

recomWell Borrelia IgG, IgM
recomLine Borrelia IgG, IgM
Oprogramowanie analityczne

Instrukcja pracy (jezyk polski)

Nalezy zawsze sprawdzaé, czy uzytkownik posiada aktualng
instrukcje pracy (www.mikrogen.de lub +49 89 54801-0).

1 Obszar zastosowania

W przypadku podejrzenia klinicznego neuroboreliozy nalezy wykazaé
obecnos¢ przeciwciat wytworzonych wewnatrzoponowo. W tym celu
pary ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica mogg by¢ analizowane przy
uzyciu recomWell Borrelia. Wazne jest, aby pasujgce pary ptyn
mo6zgowo-rdzeniowy/surowica byly testowane réwnolegle w przebiegu
testu. Zgodnie ze standardowg 2-stopniowg serodiagnostykg wyniki
mozna potwierdzi¢ za pomoca recomLine Borrelia (test
potwierdzajacy) po tescie przesiewowym. W celu utatwienia obliczen
dotyczgcych diagnostyki ptynu mézgowo-rdzeniowego (wedtug
Reibera) mozna zaméwi¢ w firmie MIKROGEN specjalnie opracowane
oprogramowanie analityczne (Excel).

2 recomWell Borrelia IgG, IgM

2.1 Pobieranie prébek i przygotowanie

211 Materiat prébek (surowica i ptyn mézgowo-rdzeniowy)
Surowica (EDTA, cytrynian, heparyna, CPD) i ptyn m6zgowo-
rdzeniowy od pacjenta muszg by¢ pobrane tego samego dnia, najlepiej
w tym samym czasie lub z niewielkim opdznieniem. Nie zaleca sig
stosowania prébek inaktywowanych termicznie, zéttaczkowych,
hemolitycznych, lipemicznych lub metnych. Zwtaszcza w przypadku
hemolitycznego ptynu mézgowo-rdzeniowego mogg wystgpi¢ btedne
wyniki.

Uwaga!

Jesli oznaczenia nie maja by¢é wykonane natychmiast, materiat
prébki moze by¢ przechowywany do 2 tygodni w temperaturze
+2°C-+8°C. Dluzsze przechowywanie probek jest mozliwe dzieki
przechowywaniu ich w temperaturze -20°C lub nizszej.
Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie probek nie jest zalecane ze
wzgledu na ryzyko uzyskania nieprawidtowych wynikéw. Nalezy
unika¢ wiecej niz 3 cykli zamrazania i rozmrazania.

2.1.2 Przygotowanie roztworéw

Odczynniki do oznaczania sg wystarczajgce do wykonania 96
oznaczen IgG lub IgM. Podane ponizej ilosci odnosza sie do
przetwarzania jednej kolumny ptytek do mikromiareczkowania

z 8 dotkami. Przy jednoczesnym uzyciu wigkszej liczby kolumn ptytek
do mikromiareczkowania podane ilosci nalezy pomnozy¢ przez liczbe
uzywanych kolumn. Nalezy uwzgledni¢ swoistg dla urzadzenia
objetos¢ martwa. Bufor do rozcienczania, roztwor substratu oraz
roztwor zatrzymujgcy reakcje sg gotowe do uzycia.

2.1.2.1 Sporzadzanie gotowego do uzycia buforu do ptukania
Koncentrat buforu do ptukania rozciencza sie w stosunku 1 + 9
dejonizowang H,O. Na jedna kolumne ptytki do mikromiareczkowania
z 8 dotkami miesza sie 5 ml koncentratu z 45 ml dejonizowanej H,O.
Gotowy do uzycia bufor do ptukania moze by¢ przechowywany przez
cztery tygodnie w temperaturze od +2°C do +8°C albo przez tydzien
w temperaturze pokojowej.

2.1.2.2 Sporzgdzanie roztworu koniugatu

Na jedng kolumne ptytki do mikromiareczkowania z 8 dotkami dodac
1 ml buforu do rozcienczania do 10 pl koniugatu peroksydazy anty-
ludzkiej IgG (czerwona nasadka zamykajgca) lub koniugatu
peroksydazy IgM (zielona nasadka zamykajgca) w czystym pojemniku
i dobrze wymieszac¢ (rozcienczenie 1 + 100). Roztwor koniugatu
nalezy przygotowac bezposrednio przed uzyciem, przechowywanie
gotowego do uzycia roztworu koniugatu nie jest mozliwe.

2.2 Procedura testowa

221 Badanie przesiewowe par ptyn mézgowo-rdzeniowy/
surowica przy uzyciu recomWell Borrelia

W celu unikniecia wahan migdzy testami surowica i ptyn mézgowo-

rdzeniowy muszg by¢ zawsze oznaczane rownolegle w jednym

przebiegu testu. Dla zwiekszenia pewnosci diagnostycznej zalecamy

przygotowanie duplikatéw prébek surowicy i ptynu mézgowo-

rdzeniowego pacjenta.
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Do przeprowadzenia testu dostepne sg zasadniczo dwie metody. Obie
metody uwzgledniajg fakt, ze krzywe rozcienczenia nie przebiegajg
catkowicie liniowo w catym zakresie pomiarowym.

W metodzie A (standardowe rozciefnczenia bez krzywej referencyjnej)
do obliczeh wykorzystywane sg tylko $cisle dopasowane pary
zmierzonych wartosci (ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica) lub
liniowos¢ zakresu pomiarowego jest zapewniona przez poréwnanie
wartosci wskaznika przeciwciat obliczonych z kilku par.

W metodzie B (standardowe rozciefnczenie z krzywa kalibracyjng)
wskaznik przeciwciat (Al, antibody index) jest okreslany przy uzyciu
krzywej kalibracyjne;j.

Poniewaz w przypadku metody B r6znice miedzy materiatem
kalibracyjnym a probkg pobrang od pacjenta mogg mie¢ wptyw na
wynik, do obliczania wskaznika przeciwciat nalezy preferowa¢ metode
A. Jesli dostepno$¢ materiatu probki jest ograniczona, zalecamy
posiadanie przy sobie krzywej kalibracyjnej, aby w razie potrzeby
mozna byto przeprowadzi¢ analize metodg B.

W celu utatwienia obliczania wskaznika przeciwciat (Al) wedtug
Reibera zaleca sie korzystanie z oprogramowania analitycznego
MIKROGEN (patrz punkt 3).

Metoda A

(standardowe rozcienczenia bez krzywej referencyjnej):

Przygotowanie standardowych rozcienczen, patrz 2.2.2.1 tabela 1.

W celu zapewnienia, ze praca jest wykonywana w liniowym zakresie

krzywej rozcienczenia, do obliczania wskaznika przeciwciat stosuje sie

nastepujgce warunki:

1. Stosowane s3 gtéwnie pary ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica,
ktérych wartosci ekstynkcji nie roznig sie od siebie o wigcej niz
0,3 OD.

2. Jesli ekstynkcja ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy rézni sie
o wiecej niz 0,3 OD, wskaznik przeciwciat (Al) mozna obliczy¢,
jesli dostepne sg wartosci zmierzone z réznych rozcienczen
surowicy (dlatego warto przygotowacé rozcienczenie 1:505 oprécz
1:101 juz dla pierwszej partii):

Jesli jedna warto$¢ pomiaru surowicy jest nizsza niz warto$¢ pomiaru

ptynu mézgowo-rdzeniowego, a jedna warto$¢ pomiaru surowicy jest

od niej wyzsza, wskaznik przeciwciat (Al) nalezy najpierw obliczy¢ przy
uzyciu obu kombinacji warto$ci pomiarowych. Jesli oba obliczenia
wskaznika przeciwciat réznig sie o mniej niz 30%, wazna jest wartos¢
wskaznika przeciwciat obliczona na podstawie blizszych par wartosci.

Podobng procedure mozna zastosowac, jesli dostepne sg wartosci

zmierzone z réznych rozcienczen ptynu mézgowo-rdzeniowego i

jednego rozcienczenia surowicy.

Generalnie obowigzuje zasada: jesli dostepnych jest kilka waznych

kombinacji wartosci pomiarowych, do obliczenia wskaznika przeciwciat

nalezy zawsze wykorzystywac¢ wartosci pomiarowe znajdujgce sie
najblizej siebie.

Jesli przy uzyciu wymienionych metod nie mozna obliczy¢ prawidiowej

wartosci wskaznika przeciwciat, pare ptyn mézgowo-

rdzeniowy/surowica nalezy ponownie przetestowa¢ we wspadlnej serii

w kolejnych rozcienczeniach. Jako pomoc do obliczenia odpowiednich

rozcienczen mozna uzy¢ oprogramowania analitycznego (punkt 3)

(funkcja ,Calculation of well dilution” (,Obliczanie rozciefczen

dotkow”)).

Metoda B

(przeprowadzenie testu przy uzyciu krzywej kalibracyjnej):

Pary ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica nalezy rozcienczy¢ w sposéb
opisany w metodzie A (2.2.2.1 tabela 1). Zawartg w tescie kontrole
pozytywna nalezy rozcienczy¢ zgodnie z instrukcjami podanymi w
tabeli 2 (2.2.2.2). Uzyskane w ten sposob kalibratory 1-4 sg mierzone
we wspolnym przebiegu testu ze standardowymi rozcienczeniami.
Krzywa kalibracyjna tworzy sie poprzez naniesienie wartosci OD
kalibratoréw na odpowiadajgce im rozcienczenia lub poprzez
wprowadzenie wartosci pomiarowych w polach dostepnych w
oprogramowaniu. Pozwala to odczytac, ktéra warto$¢ pomiarowa
surowicy lub ptynu mézgowo-rdzeniowego odpowiada danemu
rozcienczeniu probki referencyjne;.
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Jesli wartosci OD proébki ptynu mézgowo-rdzeniowego lub surowicy sg
ponizej probki referencyjnej K4, ale powyzej wartosci progowej (patrz
2.2.4.2) i obie probki sg oddalone od siebie maksymalnie o 0,3 OD,
wartosci OD obu prébek mozna wykorzysta¢ bezposrednio do
obliczenia Qspec lub wskaznika przeciwciat (Al) (jak w metodzie A).
Jesli wartosci OD probki ptynu mézgowo-rdzeniowego lub surowicy sg

powyzej probki referencyjnej K1, para ptyn mézgowo-

rdzeniowy/surowica musi zosta¢ ponownie przetestowana we wspdinej
serii w kolejnych rozcienczeniach (patrz 2.2.2.3).

2.2.2

Rozcienczanie probek i kalibratorow

RozciefAczenia wstepne nalezy wykonywac¢ w probéwkach
polipropylenowych!

2221 Standardowe rozcienczenia probek ptynu mézgowo-
rdzenioweqo i surowicy
Tabela 1
I9G f.Lirgzvma Do kazdego 1 ml buforu do rozcieficzania doda¢ pipetg
i Kontrola 1:101 10 pl surowicy lub kontroli i dobrze wymieszaé (1+100).
IgM | Surowica Do 800 pl buforu do rozcienczania dodaé pipetg 200 pl
1:505 rozcienczenia 1:101 i dobrze wymieszac.
Umiesci¢ 75 pl buforu do rozcienczania w dotku i dodaé
IgG |PMR 1:4 pipeta 25 pl ptynu mézgowo-rdzeniowego, a nastepnie
doktadnie wymiesza¢ przez wielokrotne zasysanie.
Umiesci¢ 50 pl buforu do rozcienczania w dotku i dodaé
IgM | PMR 1:2 pipetg 50 pl ptynu mézgowo-rdzeniowego, a nastepnie
doktadnie wymieszaé przez wielokrotne zasysanie.
2.2.2.2 Rozcienczenie kontroli pozytywnej do przygotowania
kalibratoréw (IgG/IgM) dla krzywej kalibracyjnej
Tabela 2
Préobka

referencyjna
(rozcienczenie
kontroli
pozytywnej)

Etap rozcienczania

Do 1 ml buforu do rozcienczania doda¢ pipetg 10 pl kontroli

K1 (1:101) - ) )
pozytywnej i dobrze wymieszaé
K2 (1:202) Dq 500 pl buforL_J d(_) rozcier_ﬁczania doda¢ pipetg 500 pl
i probki referencyjnej 1 (K1) i dobrze wymieszaé
K3 (1:404) Dq 500 pl buforL_J d(_) rozcier_ﬁczania doda¢ pipetg 500 pl
) probki referencyjnej 2 (K2) i dobrze wymieszacé
K4 (1:808) Do 5QO ul buforq dq rozcieﬁczania dodac pipetg 500 pl
) probki referencyjnej 3 (K3) i dobrze wymieszaé
2223 Dalsze rozciehczanie probek

Jesli pierwsze rozcienczenia nie pozwalajg na obliczenie wskaznika
przeciwciat (Al), zaleca sie nastepujgce dalsze rozcienczenia:

Surowica: ro- Zalecenie doty- [ Surowica: ro- Zalecenie doty-

zcienczenie stan- czace dalszych | zcienczenie 1:500 | czace dalszych

dardowe 1:101 rozcienczen (ekstynkcja) rozcienczen:

(ekstynkcja)

<2,000 Bez dalszych ro- [ < 2,000 Bez dalszych ro-
zcienczen zcienczen

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

1:4000

> 3,000 1:1000, 1:2000, (> 3,000 1:8000, 1:16000
1:4000

19G PMR: Zalecenie doty- | IgM PMR: Zalecenie doty-

standardowe czgce dalszych | rozcienczenie czgce dalszych

rozcienczenie 1:4 rozcienczen standardowe 1:2 rozcienczen

(ekstynkcja) (ekstynkcja)

<2,000 Bez dalszych ro- || < 2,000 Bez dalszych ro-
zcienczen zcienczen

> 2,000 - 3,000 1:10 > 2,000 - 3,000 1:5
1:20

> 3,000 1:40, 1:200, > 3,000 1:10, 1:20, 1:40
1:1000

Alternatywnie mozna uzy¢ kalkulatora rozciefnczen oprogramowania
(punkt 3). Po naci$nieciu przycisku ,Calculation of well dilutions”
(,Obliczenie rozcienczen dotkéw”) mozna przej$é do arkusza
obliczeniowego stuzgcego do okreslania odpowiednich rozcienczen.
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Nr_| Procedura

Uwagi

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

W celu uniknigcia skraplania si¢ wody
na ptytce do mikromiareczkowania
musi ona by¢ doprowadzona do
temperatury pokojowej w zamknietej
torebce. Po pobraniu potrzebnych
kolumn nalezy ponownie zamkngé
ptytke w torebce i przechowywac jg
w lodéwce.

Surowice kontrolne oraz prébki od
pacjenta i stezone koniugaty dobrze
wymieszaé przed uzyciem.

2 Przygotowanie prébek i kontroli
Patrz 2.2.2

Rozcienczanie probek i kontroli
musi nastepowac zawsze
bezposrednio przed wykonaniem
testu.

Przy przeprowadzeniu kazdego testu
nalezy dotgcza¢ wszystkie kontrole.

3 Inkubacja prébek
Do kazdego dotka poda¢ po

100 pl rozciehczonej probki
(surowica i ptyn mézgowo-
rdzeniowy) albo rozcienczonej
kontroli i inkubowa¢ przez

1 godzine w temperaturze +37°C.

Odmierzy¢ co najmniej jedng porcje
kontroli negatywnej, kontroli
pozytywnej i probek od pacjentow.
Kontrole cut-off nalezy odmierzy¢
dwukrotnie. Najlepiej po jednej
kontroli cut-off na poczatku serii i
jednej na koncu serii. Przy
przetwarzaniu recznym ptytke do
mikromiareczkowania nalezy oklei¢
starannie nieuzywang folig do
przykrywania. Uzy¢ komory inku-
bacyjnej +37°C.

4 Ptukanie

a) | Ostroznie zdjg¢ folie do
przykrywania.

b) | Catkowicie (wazne!) opréznic¢
dotki.

c) | Napetni¢ kazdy dotek 300 pl
gotowego do uzycia buforu do
ptukania > 4 b)

Zaleca sie wykonanie tego etapu za
pomocg odpowiedniej ptuczki ELISA.
Odessac albo wytrzgsngc¢ i oklepac.

Przeprowadzi¢ etapy ptukania tacznie
cztery razy.

5 Inkubacja z koniugatem
Dodac¢ 100 pl rozcienczonego
roztworu koniugatu (2.1.2.2)

i inkubowa¢ 30 minut w
temperaturze +37°C.

Przy przetwarzaniu recznym ptytke do
mikromiareczkowania okleja sig
starannie folig do przykrywania.

6 Ptukanie (patrz 4b i 4c).

Przeprowadzi¢ etapy ptukania tacznie
cztery razy.

7 Reakcja z substratem
chromogenicznym

Doda¢ pipetg 100 pl gotowego do
uzytku roztworu substratu

i inkubowa¢ 30 minut

w temperaturze pokojowej.

Oklejanie ptytki nie jest konieczne.
Chroni¢ przed bezposrednim
dziataniem promieni stonecznych.
Czas liczy sie od pipetowania do
pierwszego dotka.

8 Zatrzymanie reakcji

Do kazdego dotka doda¢ pipeta
po 100 pl gotowego do uzytku
roztworu zatrzymujgcego reakcje.

Przed dodaniem roztworu
zatrzymujgcego nie usuwa sig
roztworu substratu
chromogenicznego! Zastosowac ten
sam schemat pipetowania jak przy
pipetowaniu roztworu substratu
chromogenicznego.

9 | Pomiar ekstynkciji

Ekstynkcje poszczegdinych
dotkéw mierzy sie w fotometrze do
ptytek do mikromiareczkowania
przy 450 nm i referencyjnej
dtugosci fali 650 nm
(dopuszczalne wartosci od 620 do
650 nm).

Zerowanie wykonuje sie w stosunku
do powietrza. Pomiar musi zosta¢
przeprowadzony w ciggu 60 minut od
zatrzymania reakcji.

Uwaga!

folii do przykrywania.

Roztwory inkubacyjne nie moga by¢ przeniesione do innych dotkow.
W szczegoélnosci nalezy unikaé rozpryskéw przy zdejmowaniu i naktadaniu

2.2.4 Ocena testu

Warto$¢ cut-off (warto$¢ graniczna) jest definiowana jako $rednia
warto$¢ ekstynkcji dwéch kontroli cut-off ( naniesionych na poczatku i

na koncu serii).

2241

Walidacja — kontrola jakosci

Test mozna poddac¢ ocenie, jesli spetnione sg nastepujace warunki:

o Poszczegdlne wartosci ekstynkcji podwdjnego oznaczania kontroli
cut-off nie odbiegaja wiecej niz 20% od ich $rednie;j.

o ekstynkcja kontroli negatywnej < 0,150

o ekstynkcja kontroli cut-off - ekstynkcja kontroli negatywnej = 0,050

(ECutoff - Eneg. kontr. 2 0,050)

o ekstynkcja kontroli pozytywnej - ekstynkcja kontroli cut-off = 0,300

(Epoz. kontr. = Ecut-of‘f 2 01300)

2/8




Analiza plynu mézgowo-rdzeniowego/surowicy, recomWell Borrelia 1I9gG, IgM - recomLine Borrelia IgG, IgM

Instrukcja pracy (jezyk polski)

o Tylko przy uzyciu krzywej kalibracyjnej:
ekstynkcja K1 > ekstynkcja K2 > ekstynkcja K3 > ekstynkcja K4
* Nie zaleca sie stosowania wartosci pomiarowych > 3,000
(ekstynkcja) do obliczania wskaznika przeciwciat (Al).

2.24.2 Obliczenie wskaznika przeciwciat (Al)
Nastepujgce wartosci progowe sg definiowane jako podstawa do
obliczania wskaznika przeciwciat:

Wartos$¢ progowa dla IgG i IgM surowicy: ekstynkcja kontroli cut-off

Wartos¢ progowa dla IgG i IgM ptynu

. . 0,5 x ekstynkcja kontroli cut-off
mébzgowo-rdzeniowego:

Obliczenie wskaznika przeciwciat (Al) jest zawsze wykonywane, jesli
zmierzona wartos$¢ ptynu mézgowo-rdzeniowego przekracza 0,5-
krotnosc¢ kontroli cut-off:

Wynik recomWell Borrelia IgG, IgM Dalsze postepowanie

brak oznaczenia swoistych
przeciwciat B.b. w surowicy
brak oznaczenia swoistych
przeciwciat B.b. w ptynie mézgowo-

Ekstynkcjasurowica 1:101

< wartos$¢ progowa dla surowicy
i

Ekstynkcjapvr 1:4 (1:2)

< warto$¢ progowa dla ptynu mézgowo- {)dréinioolg)eﬁs'r:enia wskaznika prze-
rdzeniowego ciwciat i
Ekstynkcjasurowica 1:101 gzkr;aczenle swoistyeh przeciwal

;wartoéé progowa dla surowicy brak oznaczenia swoistych

i o SN
Ekstynkcjapur 1:4 (1:2) przeciwciat B.b. w ptynie mézgowo-

P . rdzeniowym
< warFosc progowa dla plynu mézgowo- brak okreslenia wskaznika prze-
rdzeniowego ciwciat

Ekstynkcjasurowica 1:101
< warto$¢ progowa dla surowicy

brak oznaczenia swoistych
przeciwciat B.b. w surowicy

i Oznaczenie swoistych przeciwciat
Ekstynkcjapvr 1:4 (1:2) B.b. w ptynie mézgowo-rdzeniowym
> warto$¢ progowa dla ptynu mézgowo- Okreslenie wskaznika przeciwciat
rdzeniowego (IgG lub IgM)

Ekstynkcjasurowica 1:101 Oznaczenie swoistych przeciwciat
> warto$¢ progowa dla surowicy B.b. w surowicy

i Oznaczenie swoistych przeciwciat
Ekstynkcjapvr 1:4 (1:2) B.b. w ptynie mézgowo-rdzeniowym
> warto$¢ progowa dla ptynu mézgowo- Okreslenie wskaznika przeciwciat
rdzeniowego (IgG lub IgM)

Jesli dostepne sg odpowiednie wartosci OD w ptynie mézgowo-
rdzeniowym i surowicy, wskaznik przeciwciat wewnatrzoponowych (Al)
mozna okresli¢ za pomocag oprogramowania analitycznego (patrz
punkt 3). Jesli uzytkownik chce obliczyé wskaznik przeciwciat (Al)
recznie, moze zamowi¢ szablon obliczeniowy od firmy MIKROGEN.
Jesli warto$¢ surowicy wynosi < 0,100, a warto$¢ odpowiadajgcego jej
wyniku ptynu mézgowo-rdzeniowego jest powyzej wartosci progowe;j,
do obliczenia wskaznika przeciwciat przyjmuje sie ekstynkcje surowicy
réwng 0,100.

225 Interpretacja wartosci wskaznika przeciwciat

Wskaznik przeciwciat IgG i IgM Interpretacja

06<AI<13 norma

13<Al<15 warto$¢ graniczna

>15 patologiczne

Wartosci wskaznika przeciwciat pomiedzy 0,6 < Al < 1,3 mieszczg sie
w normie. Wewnagtrzoponowa synteza przeciwciat Borrelia jest mato
prawdopodobna. Oznaczone przeciwciata Borrelia w ptynie mézgowo-
rdzeniowym pochodzg z surowicy i biernie przedostaty sie do
przestrzeni ptynu mézgowo-rdzeniowego przez bariere krew-ptyn
mébzgowo-rdzeniowy.

Wartosci wskaznika przeciwciat < 0,6 zwykle wskazujg na btad
analityczny (np. chemia kliniczna). Zaleca sie sprawdzenie, czy
surowica i ptyn mézgowo-rdzeniowy pochodzg z tego samego dnia lub
czy mozna wykluczy¢ pomylenie probek. Przydatne moze by¢
powtérne oznaczenie chemii klinicznej i/lub przeciwciat swoistych dla
Borrelia. Jednak niskie wskazniki przeciwciat mogg by¢ réwniez
spowodowane infuzjg przeciwciat lub albuminy bez obecnosci btedu
analitycznego.

Wartosci wskaznika przeciwciat pomiedzy 1,3 a 1,5 sa wartosciami
granicznymi. Zaleca sig ponowne zbadanie pary ptyn mézgowo-
rdzeniowy/surowica lub w przypadku istotnego problemu klinicznego
zbadanie nowej pary ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica w miare
postepu choroby.

Wartosci wskaznika przeciwciat > 1,5 nalezy klasyfikowaé jako
patologiczne. Wskazujg one na wewnatrzoponowa synteze przeciwciat
Borrelia, tak jak ma to miejsce u pacjentéw z neuroborelioza.
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Zalecamy zbadanie patologicznych lub granicznych wynikéw w
tescie potwierdzajacym (patrz analiza ptynu mézgowo-
rdzeniowego/surowicy recomLine Borrelia IgG, IgM).

2.3 Granice metody, ograniczenia

e Wyniki testéw serologicznych nalezy zawsze rozpatrywac¢ w
powigzaniu z obrazem klinicznym. Terapeutyczne konsekwencje
wynikéw testéw serologicznych nalezy wycigga¢ w powigzaniu z
danymi klinicznymi.

e Wskaznik przeciwciat (Al) w normie nie moze wykluczy¢ zakazenia
ptynu mézgowo-rdzeniowego przez Borrelia burgdorferi.
Zwilaszcza we wczesnej fazie zakazenia przeciwciata moga
jeszcze nie wystepowac lub moga by¢ obecne w nieoznaczalnej
ilosci. Antybiotykoterapia we wczesnym stadium moze zapobiec
tworzeniu si¢ oznaczalnych przeciwciat. W przypadku podejrzenia
klinicznego neuroboreliozy i ujemnych lub watpliwych wynikéw
badania surowicy nalezy ponownie pobrac¢ i zbadac¢ prébki po
trzech tygodniach.

e Patologiczny wskaznik przeciwciat (Al) w IgG i/lub IgM nie oznacza
w kazdym przypadku wystepowania aktywnej neuroboreliozy.
Poniewaz przeciwciata wewnatrzoponowe utrzymujg sie przez
diuzszy czas, mogly zosta¢ oznaczone przeciwciata po przebytej
infekcji. Z tego powodu podczas rozpoznania nalezy uwzglednié
liczbe komérek w ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz iloraz
albumin.

o Wewnatrzoponowa synteza przeciwciat IgM nie wskazuje na
Swieze zakazenie.

e Selektywne zastosowanie rekombinowanych antygenéw Borrelia
burgdorferi w duzym stopniu wyklucza reakcje krzyzowag
z przeciwciatami wywotanymi przez zakazenie patogenami Kity
(Treponema pallidum), gorgczki powrotnej (Borrelia recurrentis,
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) lub leptospirozy (Leptospira sp.).
W przypadku aktywnego zakazenia kitg lub blizny immunologicznej
kity w pojedynczych przypadkach stwierdzono aktywnosé
przeciwciat przeciwko antygenowi p41.

Jesli wyniki badan serologicznych sg dodatnie, w diagnostyce
réznicowej nalezy zawsze wykluczy¢ zakazenie kitg.

e W przypadku wystgpowania mononukleozy zakaznej (gorgczka
gruczotowa Pfeiffera, zakazenie EBV) moze doj$¢ do poliklonalnej
stymulacji limfocytéw B. Moze to prowadzi¢ do nieswoistych
reakcji w oznaczaniu przeciwciat klasy IgM. W przypadku
niejasnego wywiadu i wystepowania stabej odpowiedzi IgM zaleca
sie wykluczenie $wiezego zakazenia EBV w ramach diagnostyki
réznicowej.

2.4 Charakterystyka dziatania

24.1 Antygeny i surowice do oceny

Testy recomWell Borrelia i recomLine Borrelia zostaty ocenione przy
uzyciu surowic i ptynéw mézgowo-rdzeniowych pochodzgcych gtéwnie
z regionu potudniowych i zachodnich Niemiec. Surowice pochodzg od
pacjentéw z typowymi objawami klinicznymi réznych faz infekciji
Borrelia (rumien wedrujacy, neuroborelioza, zapalenie stawow z Lyme
i przewlekte zanikowe zapalenie skory).

Do produkcji testéw wykorzystywane sg nastepujgce antygeny:
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (rézne szczepy).

recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VISE (rézne szczepy).

recomLine Borrelia IgG, IgM: p100 (B. afzelii), VISE (rézne 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).

242 Ocena

146 par ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica zbadano za pomocag
recomWell Borrelia. Patologiczne i graniczne wartos$ci wskaznika
przeciwciat zostaty ponownie zbadane przy uzyciu recomLine Borrelia.
Probki podzielono na grupy opisane w tabeli 3 (zdefiniowane
klinicznie) i tabeli 4 (niezdefiniowane).
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Tabela 3: Klinicznie zdefiniowane pary ptyn mézgowo-
rdzeniowy/surowica, n = 57

Przeciwciat 19gG Al IgM Al 1gG: pot- IgM: pot-
a : : : }
Znane dane } patol./ patol./ | wierdzenie | wierdzenie
n - przeciwko
kliniczne gra- gra- przez przez
B.b.w b : - -
) niczne niczne | recomLine* | recomLine
surowicy
31 Neuroboreli- tak 31 18 29/31 18/18
oza (100%) (86%) (94%) (100%)

Liczba komérek >5/pl oraz uszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek pobranych od pacjenta) oraz
wewnatrzoponowa synteza lg (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciata przeciwko Borrelia burgdorferi w
surowicy.

7] uemne [ nie [ 0o [ o0 ] - [ -

Liczba komérek <5/pl, nieuszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy,
brak wewnatrzoponowej syntezy Ig, brak przeciwciat przeciwko Borrelia
burgdorferi w surowicy.

19 SnNarinenle 2 ta!( 0 0 ; ;
rozsiane 17 nie

*Potwierdzone przez silniejsze lub dodatkowe pasma w plynie
mébzgowo-rdzeniowym w poréwnaniu z surowicg. Badano pary ptyn
mébzgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym Al lub granicznym Al.

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

Przeca:wmal IgG Al IgM Al 19G: pot- IgM: pot-
Znane dane rzeciwko patol./ patol./ | wierdzenie | wierdzenie
kliniczne p B.b.w gra- gra- przez przez
.b. : b - -
surowicy niczne niczne | recomLine* | recomLine
17 | Mozliwa NB tak 4 4 4 4

Liczba komérek >5/pl oraz uszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek pobranych od pacjenta) lub
wewnatrzoponowa synteza Ig (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciata przeciwko Borrelia burgdorferi w
surowicy.

Podejrzenie
innego procesu
zapalnego
OUN

16 tak 1 0 1 -

Liczba komérek >5/pl lub uszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek pobranych od pacjenta) i/lub
wewnatrzoponowa synteza lg (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek
pobranych od pacjenta), swoiste przeciwciata przeciwko Borrelia burgdorferi w
surowicy.

Podejrzenie
innego procesu
zapalnego
OUN

22 nie 1 1 1 1

Liczba komérek >5/pl lub uszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy
(przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek pobranych od pacjenta) i/lub
wewnatrzoponowa synteza lg (przynajmniej w jednej z ewentualnie kilku prébek
pobranych od pacjenta), brak swoistych przeciwciat przeciwko Borrelia
burgdorferi w surowicy.

15] uemne | tak | 1 [ 1 ] 0 [ 0

Liczba komérek <5/pl, nieuszkodzona bariera krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy,
brak wewnatrzoponowej syntezy Ig, swoiste przeciwciata przeciwko Borrelia
burgdorferi w surowicy.

*Potwierdzone przez silniejsze lub dodatkowe pasma w plynie
mébzgowo-rdzeniowym w poréwnaniu z surowicg. Badano pary ptyn
mébzgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym Al lub granicznym Al.

W 19 przypadkach stwierdzono wartosci wskaznika przeciwciat < 0,6
w IgG i/lub IgM. Przypadki te zostaty wytagczone z analizy, poniewaz
nie mozna wykluczy¢ btedéw analitycznych (np. chemii klinicznej).

3 Oprogramowanie analityczne — badanie

przesiewowe przy uzyciu recomWell
Arkusz kalkulacyjny Excel opracowany przez firme MIKROGEN stuzy
do obliczania wskaznika przeciwciat wewnatrzoponowych (Al) dla par
ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica przy uzyciu testu ELISA. Ponadto
arkusz kalkulacyjny Excel moze by¢ wykorzystany do okreslenia
rozcienczen probki, ktére sg odpowiednie do obliczenia wartosci
wskaznika przeciwciat i jednolitej zawartos$ci IgG w pézniejszym tescie
potwierdzajgcym.

3.1 Wymagane wyposazenie dodatkowe
Komputer z oprogramowaniem Excel
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3.2 Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

¢ Stosowac tylko do diagnostyki in vitro.

¢ Nalezy sprawdzi¢, czy posiadana wersja jest aktualna. Aktualng
wersje mozna zamowi¢ w firmie MIKROGEN (+49 89 54801-0) lub
pobra¢ ze strony internetowej (www.mikrogen.de - Downloads).

¢ Przed przeprowadzeniem programu nalezy zapoznacé sie z catg
instrukcjg uzycia i doktadnie jej przestrzegac¢. Odstepstwa od
zalecen przedstawionych w instrukcji uzycia moga prowadzi¢ do
uzyskania nieprawidtowych wynikéw.

3.3 Procedura
Po otwarciu programu analitycznego pojawia sie nastepujace okno:

DI AGNOSTIK
CSF-diagnostics recom Well VeseTita
recomWell Borrelia recomLine Borrelia| recomWell Borrelia
Calculation of Calculation of
strip dilution well dilution
196! L
Batch - N [ Reset all values |
Date
User Preview | Print |
Sample
Patient Date of birth:_
Sender S i
Clinical chemistry
Albumin 1gG IgM
Serum 0,00 0,00 0.00[o1 [v]
CSF 0.00: 0,00 0,00 mgp B Concentration ratio 1: 1000
Specific antibodies
9 S
Calibration method| method A =] max. error tolerance (%); 30 30
IgG
IgM
Absorbance Dilution factor Cut-off (eareshord) U/ml
1gG IgM IgG IgM IgG IgM IgG IgM
Serum values 1 0,100 0,100 101 101 0,000 0,000
Serum values 2 0,000 0,000 101 101
CSF values 1 0,000 0,000 4.0 2,0 I
CSF values 2 0,000 0.000 4.0 20
Results
Ratios Qab
Qige
Qigm
Quim (IgG)
Quim (IgM)
Qspez. (IgG)
Qspez. (IgM)
Antibody-index Al (IgG)
Al (Igh)

Na poczatku nalezy wprowadzi¢ w podanych polach partie uzywanego
zestawu testowego, date, uzytkownika i dane pacjenta, w tym dane
chemii klinicznej. Nalezy wybra¢ odpowiednie jednostki dla wartosci
chemii klinicznej (g/I; mg/l; g/dl; mg/dl).

Jesli uzytkownik nie chce stosowac rozcienczen zalecanych w punkcie
2.2.2, arkusz kalkulacyjny moze zosta¢ uzyty przed rozpoczeciem
analiz w celu wstepnego oszacowania odpowiednich rozciehczen na
podstawie danych chemii klinicznej (zawartos¢ albumin i IgG). W takim
przypadku nalezy nacisng¢ odpowiedni przycisk ,recomWell Borrelia
calculation of well dilution” (,Obliczanie rozcienczen dotkéw recomWell
Borrelia”) w prawym gérnym rogu i wprowadzi¢ dane kliniczne.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze wszystkie nieuzywane pola zawierajg
wartos¢ 0. W razie potrzeby nalezy w tym celu nacisng¢ przycisk
,Reset all values” (,Resetuj wszystkie wartosci”).

Niezaleznie od rozciefnczen uzytych do pomiaru prébek ptynu
mébzgowo-rdzeniowego i surowicy, arkusz kalkulacyjny moze by¢ w
nastepujacy sposéb uzyty do obliczenia wskaznika przeciwciat:

W polu ,Specific antibodies” (,Swoiste przeciwciata”) nalezy najpierw
wybra¢ wariant oceny z listy rozwijanej (przycisk ,Calibration method”
(,Metoda kalibracyjna”)). W zaleznosci od wyboru aktywowane sg pola
wprowadzania danych powigzane z danym wariantem.

Rozcienczenie surowicy jest domysinie ustawione na 1:101, a
rozcienczenie ptynu mézgowo-rdzeniowego na 1:4 dla IgG i 1:2 dla
IgM. Ekstynkcja kontroli cut-off jest rowniez wykorzystywana przez
program do obliczania ptynu mézgowo-rdzeniowego, poniewaz ptyn
mébzgowo-rdzeniowy i surowica muszg by¢ analizowane w tym samym
przebiegu.
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Analiza plynu mézgowo-rdzeniowego/surowicy, recomWell Borrelia 1I9gG, IgM - recomLine Borrelia IgG, IgM
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Jesli wartos¢ surowicy wynosi < 0,100 przy dodatnim ptynie mézgowo-
rdzeniowym, do obliczenia wskaznika przeciwciat (Al) przyjmuje sie
ekstynkcje 0,100.

W zaleznosci od metody pola, ktére nie sg wymagane do obliczen, sg
wyszarzone i nie trzeba ich wypetniac.

Metoda A

(obliczenie bez krzywej referencyjnej):

Woprowadzi¢ zmierzone wartosci OD ( jedna do dwdch wartosci
pomiarowych ptynu mézgowo-rdzeniowego i jedna warto$¢ pomiarowa
surowicy lub jedna warto$¢ pomiarowa ptynu mézgowo-rdzeniowego i
jedna do dwoch wartosci pomiarowych surowicy), wspotczynniki
rozcienczenia i warto$¢ kontroli cut-off.

W polu ,Max. error tolerance (%)” (,Maks. tolerancja btedu (%)”)
ustawiona jest domysinie wartos¢ 30. Wartosci tej nie wolno zmienia¢
w celu zapewnienia zgodnego z przeznaczeniem uzytkowania.

Metoda B

(obliczenie przy uzyciu krzywej kalibracyjnej):

Mozna wprowadzi¢ zmierzone wartosci OD probek, wspotczynniki
rozcienczenia i zmierzong wartos¢ kontroli cut-off. W punkcie
Lcalibrator values” (,Wartosci kalibratora”) nalezy wprowadzi¢ wyniki
pomiarowe (OD) serii rozcienczen kontroli pozytywnej (patrz punkt
2.2.2.2).

Wynik obliczeh metodg A lub B jest wyswietlany w polu ,Results”
(,Wyniki").

Jesli kryteria waznosci testu zgodnie z punktem 2.2.4.1 nie sg
spetnione, pojawia si¢ ostrzezenie (czerwony pasek). Nalezy
postepowac zgodnie z podanymi zaleceniami.

Przyktad: Measurements differ more than OD 0,3 — Please adapt
dilutions (wartosci ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy roéznig si¢ o
ponad 0,3 OD. Dopasowa¢ rozcienczenia)!

Specific antibodies
- . loG Igm
Calibration method | method A - max. error tolerance (%) 30 30
oG
lgM
Absorbance Dilution factor Cut-off tthreshold) Uimi
lgG IgM lgG IgM lgG IgM lgG IgM
Serum values 1 0,800 0,100 200: 101 0,400 0,000
Serum values 2 0,000 0,000 101 101
CSF values 1 1,200 0,000 10,0 2,0 ‘
CSF values 2 0,000 0,000 40 2,0
Results [Measurements ciffer more than OD 0,3 - Please adapt dlutions! |

Ratios QAlb 14,58 /1000

Qige 8,03 /1000

Qigm

QLim (IgG)

QLim (Ight)

Qspez. (19G) 75,00 /1000

Qspez. (IgM)
Antibody-index Al (IgG) 9,34 >= 1,5 pathologic finding!

Al (IgM)

3.4 Kalkulator rozcienczen — ,,recomWell Borrelia Calculation
of Well Dilution” (,,Obliczanie rozcienczen dotkéw
recomWell Borrelia”)

Jesli pierwsze rozciehczenia nie pozwalajg na obliczenie wskaznika

przeciwciat (Al), do okreslenia odpowiednich rozcienczen mozna uzy¢

kalkulatora rozcienczen. Nacisng¢ przycisk ,recomWell Borrelia
calculation of well dilution” (,Obliczanie rozcienczen dotkéw recomWell

Borrelia”) wprowadzi¢ okreslone do tej pory wartosci OD dla surowicy

ORAZ ptynu mézgowo-rdzeniowego w odpowiednich polach.
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Serum and CSF dilution for recomWell Borrelia IgG/igM

Back to calculation of antibody index

Sample (data are taken from the form "Antibody index calculation")

Patient
Sender

Preview Print

Date of birth
Sample collection

Calculation of optimal sample dilution

Measured values with recomWWell Borrelia (reset values if measurements are not yet available) Reset values
Dilution 1 Dilution 2
Absorbance  Diluion  Absorbance  Dilution Absorbance  Dilution  Absorbance  Dilution
196 factor 196 Igh factor Igh 196 factor 196 Ight factor Ight
Serum! 0,000} 0 0,000 0! Serum 0,000 0 0,000 [H
CSF 0.000¢ 0 0.000 0! CSF 0.000 0 0,000 ]

Recommended dilutions:

1gG
IaM

Jesli z obu prébek dostepne sg wartosci pomiarowe tylko dla jednego
rozcienczenia, nalezy wprowadzi¢ warto$ci pomiarowe dla
rozcienczenia 1 i rozcienczenia 2.

W miare mozliwosci nalezy unika¢ wartosci OD > 3 przy obliczaniu
rozcienczenia. Jesli jednak nie sg dostepne inne wartosci, mozna je
wprowadzi¢ w celu oszacowania rozcienczenia (pole wprowadzania
jest automatycznie pod$wietlane na czerwono).

Powtorzy¢ analizy z nowo ustalonymi rozciehczeniami.
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4 recomLine Borrelia IgG, IgM

4.1 Pobieranie probek i przygotowanie odczynnikéw

4.1.1 Materiat probek (ptyn mézgowo-rdzeniowy i surowica)
Ptyn mézgowo-rdzeniowy i surowica (EDTA, cytrynian, heparyna,
CPD) od pacjenta muszg by¢ pobrane tego samego dnia, najlepiej w
tym samym czasie lub z niewielkim opdznieniem. Nie zaleca sie
stosowania prébek inaktywowanych termicznie, zéttaczkowych,
hemolitycznych, lipemicznych lub metnych. Zwtaszcza w przypadku
hemolitycznego ptynu mézgowo-rdzeniowego mogg wystgpi¢ btedne
wartosci.

Uwaga!

Jesli oznaczenia nie maja by¢ wykonane natychmiast, materiat
prébki moze by¢ przechowywany do 2 tygodni w temperaturze
+2°C-+8°C. Dluzsze przechowywanie probek jest mozliwe dzieki
przechowywaniu ich w temperaturze -20°C lub nizszej.
Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie probek nie jest zalecane ze
wzgledu na ryzyko uzyskania nieprawidtowych wynikow. Nalezy
unika¢ wiecej niz 3 cykli zamrazania i rozmrazania.

4.1.2 Przygotowanie roztworow

4121 Bufor do rozcienczania

Bufor do rozcienczania ptynu mézgowo-rdzeniowego i surowicy jest
gotowy do uzycia.

4122 Przygotowanie gotowego do uzycia buforu do ptukania A
Bufor ten jest potrzebny do rozcienczenia koniugatu, jak réwniez do
mycia.

Przed rozcienczeniem okresli¢ objetos¢ buforu do ptukania A dla
odpowiedniej liczby wykonywanych testéw.

Odttuszczone mleko w proszku nalezy najpierw rozpuscic¢

w koncentracie buforu do ptukania A, a nastepnie uzupetni¢ do
ostatecznej objetosci wodg dejonizowang (rozcienczenie 1 + 9).
Wymagane ilosci dla okreslonej liczby paskéw testowych nalezy
obliczy¢ wedtug nastepujgcych wzoréw (nie uwzglednia sie objetosci
martwej wiasciwej dla danego urzadzenia):

Przyktad:
Odczynnik Wzér 5 paskow
QOdtluszczone mleko w proszku [g] = liczba paskéw x 0,1 0,59
Koncentrat buforu do ptukania A [ml] = liczba paskéw x 2 10 ml
Woda dejonizowana [ml] = liczba paskow x 18 90 ml
Gotowy do uzycia bufor do ptukania A | = liczba paskéw x 20 100 ml
[ml]

Gotowy do uzycia bufor do ptukania A moze by¢ przechowywany
w temperaturze 2°C-8°C przez cztery tygodnie. Gotowy do uzycia
bufor do ptukania A jest bezwonny i lekko metny.

4123 Przygotowanie roztworéw koniugatu

Roztwdr koniugatu nalezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem,
przechowywanie gotowego do uzycia roztworu koniugatu nie jest
mozliwe.

Rozcienczy¢ jedna czes¢ koncentratu koniugatu ze 100 cze$ciami
gotowego do uzycia buforu do ptukania A (1 + 100).

Wymagane ilosci dla okreslone;j liczby paskéw testowych nalezy
obliczy¢ wedtug nastepujgcych wzorow:

Przyktad:
Odczynnik Wzér 5 paskow
Koncentrat koniugatu [ul] = liczba paskéw x 20 100 pl
Gotowy do uzycia bufor do ptukania A | = liczba paskéw x 2 10 ml
[ml]

llosci koniugatu obliczane sg bez objetosci martwej. W zaleznosci od
sposobu przetwarzania (recznie lub na urzadzeniu) nalezy
przygotowaé¢ dodatkowy roztwor koniugatu na 1 do 3 paskow.

4.2 Badanie par ptyn mézgowo-rdzeniowy/ surowica przy
uzyciu recomLine Borrelia
421 Rozcienczenie probek
Jesli w przesiewowym tescie ELISA zostat okreslony patologiczny lub
graniczny wskaznik przeciwciat (Al) dla ptynu mézgowo-rdzeniowego i
surowicy, rozcienczenia do pézniejszego potwierdzenia przy uzyciu
recomLine Borrelia sg obliczane za pomocg programu analitycznego.
Dzieki tym rozcienczeniom mozna ustali¢ rowne zawartosci
immunoglobulin w surowicy i ptynie mézgowo-rdzeniowym w celu
odréznienia wewnagtrzoponowej syntezy przeciwciat od przeciwciat,
ktore zostaty biernie przeniesione z surowicy do ptynu mézgowo-
rdzeniowego. Synteze wewnatrzoponowg mozna réwniez oznaczy¢
bezposrednio bez testu ELISA przy uzyciu recomLine Borrelia.
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4.2.2 Przeprowadzenie testu

Nr | Procedura Uwagi

1 Przed rozpoczgciem testu Test przeprowadza sie w
wszystkie odczynniki nalezy temperaturze pokojowej.
trzymac¢ w temperaturze
18°C-25°C (temperatura
pokojowa) przez co najmniej
30 minut.

2 Przygotowanie probek Plyn mézgowo-rdzeniowy nalezy
Przygotowac bufor rozcienczajacy | stosowa¢ w mozliwie najwiekszym
dla surowicy i ptynu mézgowo- stezeniu. (IgG 1:2 — 1:20, IgM 1:2 —
rdzeniowego zgodnie z 1:10). Rozcienczenie surowicy
obliczeniami rozcienczenia (patrz | zalezy od ilosci uzytego ptynu
program analityczny). mo6zgowo-rdzeniowego i

Dodac¢ obliczone ilosci surowicy i | wczesniejszych wynikéw chemii
ptynu mézgowo-rdzeniowego klinicznej. Wydzieli¢ pipeta probke do
(koricowa objetos$¢ surowicy 2 ml; | buforu do rozcienczania i wymieszac
ptynu mézgowo-rdzeniowego jak najszybciej, delikatnie potrzgsajgc
1 ml). ptytkg inkubacyjna.

Jesli majg by¢ odmierzane pipetg
ilosci surowicy < 10 pl, zalecane jest
wstepne rozcienczenie 1:10 lub
1:100.

Nie nalezy dotyka¢ paskow gotymi
rekami — nalezy uzy¢ plastikowej
pesety. Numer paska skierowany jest
do gory.

Paski muszg by¢ catkowicie
zanurzone.

Przykry¢ tace inkubacyjna.

3 Inkubacja
Wiozy¢ paski testowe.

Inkubowaé przez noc przy
delikatnym wstrzgsaniu.

4 Piukanie Przeprowadzi¢ etapy ptukania 4a-4c
tacznie trzy razy.

a) | Ostroznie zdjg¢ przykrycie z tac Unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego.
inkubacyjnych.
b) | Ostroznie odessac rozcienczenie | W przypadku przetwarzania

probki z poszczegolnych dotkéw. | maszynowego nalezy przestrzegac
instrukcji podanej przez producenta
urzgdzenia.

c) | Odmierzy¢ pipeta 2 ml gotowego
do uzycia buforu do ptukania A
do kazdego dotka, wymywac
przez 5 minut, delikatnie
wstrzgsajac, a nastgpnie odessac
bufor do ptukania A.

5 Inkubacja z koniugatem Przykry¢ tace inkubacyjng plastikowag
Doda¢ 2 ml gotowego do uzycia pokrywka i umiesci¢ na wytrzasarce.
roztworu koniugatu i inkubowaé¢
przez 45 lub 60 *minut przy
delikatnym wstrzgsaniu.

6 | Ptukanie
patrz punkt 4

Przeprowadzi¢ etapy ptukania 4a-4c
tacznie trzy razy.

7 Reakcja z substratem

chromogenicznym
Doda¢ 1,5 ml roztworu substratu

i inkubowa¢ przez 8 minut przy
delikatnym wstrzgsaniu.

8 | Zatrzymanie reakciji

Usung¢ roztwér substratu
Przemy¢ co najmniej trzy razy
krétko woda dejonizowana.

9 Suszenie paskéw Ostroznie wyjg¢ paski z wody
Przed oceng suszy¢ paski przez plastikowa peseta. Paski

2 godziny migdzy 2 warstwami przechowywa¢ chronigc przed
chtonnego papieru. Swiattem.
Uwaga!

Roztwory inkubacyjne nie moga by¢ przeniesione do innych dotkéw. Uni-
ka¢ rozpryskéw, zwlaszcza podczas otwierania i zamykania pokrywy.

* Oba czasy inkubacji koniugatoéw zostaty ocenione przez firme
MIKROGEN (patrz punkt 4.5.3) i mogg by¢ wybrane zgodnie z
wymaganiami laboratorium.

4.3 Wyniki

43.1 Walidacja — kontrola jakosci

Test mozna oceni¢, jesli spetnione sg nastepujgce kryteria:

1. Pasmo kontroli reakgji (gérna linia) wyraznie zabarwione, ciemne
pasmo.

2. Klasa przeciwciat (drugie i trzecie pasmo): pasmo kontrolne
koniugatu IgG lub IgM musi wykazywac¢ wyrazne zabarwienie.

3. Kontrola cut-off (czwarte pasmo): brak znaczenia.

4.3.2 Ocena

Ocena paskéw testowych moze by¢ dokonywana tylko wizualnie.

e Odnotowa¢ w zatgczonym arkuszu oceny date i numer serii, jak
réwniez wykrytg klase przeciwciat.

o Numery identyfikacyjne prébek nalezy wpisa¢ w arkuszu oceny.
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e Teraz za pomoca kleju przyklei¢ odpowiednie paski testowe do
odpowiednich pdl arkusza oceny. W tym celu nalezy wyréwnac
paski testowe z paskiem kontroli reakcji na zaznaczonej linii
znakowania. Nastepnie przyklei¢ paski testowe na lewo od linii
znakowania za pomocg przezroczystej tasmy klejgcej (nie zaklejac
paska kontroli reakgciji!). Przyklejenie catego paska testowego za
pomoca kleju w sztyfcie lub tasmy klejacej moze prowadzi¢ do
zmiany zabarwienia.

e Teraz zidentyfikowa¢ pasma rozwinietych paskéw testowych za
pomoca wydrukowanego paska kontrolnego arkusza oceny i
wpisac je do arkusza oceny.

e Widoczne pasma (niezaleznie od cut-off) w rozcienczonej
surowicy sg oznaczone +. Jesli pasmo odpowiedniego paska
ptynu mézgowo-rdzeniowego ma wiekszg intensywnosé niz pasmo
surowicy, zapisywane jest ++. Dodatkowe pasma w plynie
mébzgowo-rdzeniowym sg oznaczone symbolem +.

4.3.3 Interpretacja wynikéw testu

Ocena pasm Interpretacja

Brak pasm w plynie Brak oznaczalnych przeciwciat swoistych dla
mdzgowo-rdzeniowym. Borrelia w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

Pasma obecne w pltynie | Oznaczone przeciwciata swoiste dla Borrelia
mo6zgowo-rdzeniowym, przedostaty sie biernie z surowicy do przestrzeni
intensywnos$¢ pasm ptynu mézgowo-rdzeniowego.

réwna w poréwnaniu z

surowica.
Pasma obecne w plynie | Mozliwos$é btedu analitycznego (np. chemia
moézgowo-rdzeniowym, kliniczna). Zaleca sig sprawdzenie, czy surowica i

intensywno$¢ pasm ptyn mdézgowo-rdzeniowy pochodzg z tego samego
stabsza w poréwnaniu z | dnia lub czy mozna wykluczy¢ pomylenie prébek.
surowica. Przydatne moze by¢ powtérne oznaczenie chemii
klinicznej, a nastepnie powtdrzenie testu ze
skorygowanym rozciefnczeniem.

Pasma obecne w plynie | Wewnagtrzoponowa synteza przeciwciat swoistych
mébzgowo-rdzeniowym, dla Borrelia jest prawdopodobna.

intensywnos$¢ pasm
silniejsza w poréwnaniu z
surowicg

illub Dodatkowe swoiste pasma w ptynie mézgowo-
dodatkowe swoiste rdzeniowym sg wysoce znamienne dla wytwarzania
pasma w ptynie wewnatrzoponowych przeciwciat swoistych dla
mo6zgowo-rdzeniowym. Borrelia.

Wyizolowany p41 moze byc¢ nieswoisty. Nie mozna
jednak wykluczy¢ syntezy wewngtrzoponowe;.

Intensywno$¢ pasma w W przypadku bardzo silnej intensywnosci pasma
zakresie nasycenia antygenu, ocena poréwnawcza reaktywnosci
(bardzo silna surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego moze
intensywnos$¢ pasma). by¢ niemozliwa. Jesli stwierdzenie dotyczace
syntezy wewngtrzoponowej nie moze byé
wyprowadzone na podstawie innych antygenéw,
zalecamy powtdrzenie testu ptynu mézgowo-
rdzeniowego/surowicy z dostosowanymi stezeniami
immunoglobulin w wigkszym rozcienczeniu. W takich
przypadkach zaleca sie réwniez rozcienczenie ptynu
mdbzgowo-rdzeniowego > 1:20 w IgG lub > 1:10 w
IgM.

4.4 Granice metody, ograniczenia

o  Wyniki testow serologicznych nalezy zawsze rozpatrywac¢ w
powigzaniu z obrazem klinicznym. Terapeutyczne konsekwencje
wynikéw testow serologicznych nalezy wycigga¢ w powigzaniu z
danymi klinicznymi.

o  Wynik w normie nie moze wykluczy¢ zakazenia ptynu mézgowo-
rdzeniowego przez Borrelia burgdorferi. Zwtaszcza we wczesnej
fazie zakazenia przeciwciata moga jeszcze nie wystepowac lub
moga byé obecne w nieoznaczalnej ilosci. Antybiotykoterapia we
wczesnym stadium moze zapobiec tworzeniu sie oznaczalnych
przeciwciat. W przypadku podejrzenia klinicznego neuroboreliozy i
ujemnych lub watpliwych wynikéw badania surowicy nalezy
ponownie pobrac i zbadac probki po trzech tygodniach.

e Patologiczny wynik w 1gG i/lub IgM nie oznacza w kazdym
przypadku wystepowania aktywnej neuroboreliozy. Poniewaz
przeciwciata wewnatrzoponowe utrzymuja sie przez dtuzszy czas,
mogty zosta¢ oznaczone przeciwciata po przebytej infekcji.

o Wewnatrzoponowa synteza przeciwciat IgM nie wskazuje na
Swieze zakazenie.

e Selektywne zastosowanie rekombinowanych antygenéw Borrelia
burgdorferi w duzym stopniu wyklucza reakcje krzyzowa
z przeciwciatami wywotanymi przez zakazenie patogenami Kity
(Treponema pallidum), goragczki powrotnej (Borrelia recurrentis,
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) lub leptospirozy (Leptospira sp.).
W przypadku aktywnego zakazenia kitg lub blizny immunologicznej
kity w pojedynczych przypadkach stwierdzono aktywnosé
przeciwciat przeciwko antygenowi p41. W przypadku niejasnych
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wynikéw badan serologicznych na obecnosc¢ kretkéw Borrelia
nalezy dlatego wykluczy¢ zakazenie kitg.

e W przypadku wystepowania mononukleozy zakaznej (gorgczka
gruczotowa Pfeiffera, zakazenie EBV) moze dojs¢ do poliklonalnej
stymulacji limfocytéw B. Moze to prowadzi¢ do nieswoistych
reakcji w oznaczaniu przeciwciat klasy IgM. W przypadku
niejasnego wywiadu i wystepowania stabej odpowiedzi IgM zaleca
sie wykluczenie Swiezego zakazenia EBV w ramach diagnostyki
réznicowe;j.

e Ciemne paski testowe: Niektore prébki od pacjentéw mogg dawacé
ciemne, ciggte lub wzorzyste zabarwienie na catym pasku
nitrocelulozowym. Odpowiedzialne sg za to rézne czynniki z danej
surowicy pacjenta. Ocena tych paskow jest zwykle mozliwa tylko z
ograniczeniami. Na przyktad ,odwrotne” pasma (biate pasma na
ciemnym tle) nalezy uznac¢ za ujemne. W kazdym przypadku
nalezy sprawdzi¢ odpowiednig surowice za pomocg innych metod
serologicznych.

4.5 Charakterystyka dziatania

451 Antygeny i surowice do oceny

Testy recomWell Borrelia i recomLine Borrelia zostaty ocenione przy
uzyciu surowic i ptynéw mézgowo-rdzeniowych pochodzgcych gtéwnie
z regionu potudniowych i zachodnich Niemiec. Surowice pochodzg od
pacjentéw z typowymi objawami klinicznymi réznych faz infekciji
Borrelia (rumien wedrujacy, neuroborelioza, zapalenie stawéw z Lyme
i przewlekte zanikowe zapalenie skory).

Do produkcji testow wykorzystywane sg nastepujgce antygeny:
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (rézne szczepy).

recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VISE (rézne szczepy).

recomLine Borrelia IgG, IgM: p100 (B. afzelii), VISE (rézne 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).

45.2 Ogodlna charakterystyka dziatania
Patrz 2.4 Charakterystyka dziatania recomWell Borrelia IgG, IgM.

45.3 Ocena inkubacji koniugatu przez 45 minut w poréwnaniu
z 60 minutami

28 par ptyn mézgowo-rdzeniowy/surowica z patologicznym

wskaznikiem przeciwciat (Al) i podejrzeniem neuroboreliozy badano

zaréwno po 45 minutach, jak i po 60 minutach inkubacji koniugatu.

Poréwnanie wykazato w 100% takie same wyniki.

5 Oprogramowanie — potwierdzenie przy uzyciu
recomLine

5.1 Kalkulator rozcienczenia dla testu paskowego

Jesli po obliczeniu wskaznika przeciwciat (Al) nalezy przeprowadzic¢

dla potwierdzenia test paskowy, wymagane rozcienczenie surowicy

mozna okresli¢, naciskajgc przycisk ,Calculation of strip dilution*

(,Obliczanie rozcienczenie paskow”).

W otwartym arkuszu kalkulacyjnym mozna wprowadzic¢ ilo$¢

dostepnego ptynu mézgowo-rdzeniowego w punkcie ,CSF dilution”

(,Rozcienczenie ptynu mézgowo-rdzeniowego”). Ponadto mozna

zmieni¢ pozadane rozcienczenie ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Przy uzyciu wczesniej wprowadzonych danych klinicznych (arkusz

obliczeniowy ELISA) program okre$la teraz rozcienczenie surowicy dla

testu przy uzyciu recomLine Borrelia, ktére odpowiada odpowiedniemu

catkowitemu stezeniu immunoglobulin w ptynie mézgowo-rdzeniowym

w 1gG lub IgM.
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Serum and CSF dilution for recomLine Borrelia IgG/igM erson {00

Back to calculation of antibody index] Preview Print
Sample (data are taken from the form "Antibody index calculation”)

Patient Date of birth

Sender Sample collection
CSF dilution

How much CSF is available?

Serum CSF incubation time? oh [v]

How should the CSF be diluted?

max. dilution 1:20! IgG [TE] not enough CSF available, missing 690 pl.

max. dilution 1:10! Igh FB not enough CSF available, missing 690 pl

Serum dilution
For a dilution according to the CSF Ig-concentration serum has to be diluted as the following:
Basis of the calculation are QigG and QLim (IgG) or Qight und QLim (IgM) from the antibody index calculation
IgG
without predilution missing data from the clinical chemistry
alternatively, serum 1:10 prediluted
(100 pl serum + 900 pl dilution buffer)

alternatively, serum 1:100 prediluted
(10 pl serum + 990 pl dilution buffer)

IgM
without predilution missing data from the clinical chemistry
alternatively, serum 1:10 prediluted
(100 pl serum + 900 pl dilution buffer)

alternatively, serum 1:100 prediluted
(10 pl serum + 990 pl dilution buffer)

6 Pismiennictwo
Patrz instrukcja uzycia recomWell Borrelia IgG, IgM lub recomLine
Borrelia 1gG, IgM

7 Dane producenta i wersji

Analiza ptynu mézgowo-rdzeniowego/surowicy

recomWell Borrelia IgG Nr art. 4204
recomWell Borrelia IgM Nr art. 4205
recomLine Borrelia IgG Nr art. 4272
recomLine Borrelia IgM Nr art. 4273
Instrukcja pracy AVLISEBBO6PL
obowigzuje od 2023-05

MIKROGEN GmbH
Anna-Sigmund-Str. 10
82061 Neuried

Niemcy

Tel. +49 89 54801-0

Faks +49 89 54801-100
E-mail mikrogen@mikrogen.de
Internet www.mikrogen.de
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