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1) INTRODUCTION

Lyme borreliosis is a bacterial infection caused by the spirochaete Borrelia burgdorferi, afzellii or garinii, and is
characterised by a variety of clinical symptoms. It can be divided into 3 stages:

Stage 1, early dermatitis, Clinical: erythema migrans.

Stage 2, early disseminated infection, Clinical: lymphocytic meningoradiculitis (Bannwarth's syndrome), neuroborreliosis.
Stage 3, late disseminated infection, Clinical: chronic progressive encephalomyelitis, acrodermatitis chronica atrophicans
(ACA), chronic arthritis.

To improve the diagnostic specifity, the Biomedica microwell strips are coated with the following recombinant antigens:

. p21 = OspC (outer surface protein C): B. burgdorferi sensu stricto (B31), B. garinii (20047)

. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VIsE: fusion protein of different Borrelia genospecies

2) CONTENTS OF THE KIT

All reagents except the wash buffer are ready for use. Store all reagents at 2-8°C.
CONT KIT COMPONENTS QUANTITY
PLATE Microwell strips, breakable, colour coded, coated with recombinant antigen 12 x 8 strips
STD Standards: positive (pos), cut-off (c.0.), negative (neg), ready to use Each1x1.5ml
CONJ Conjugate: rabbit anti human IgG-HRPO, ready to use 1x14 ml
DIL Sample diluent with yellow dye, ready to use 1x105ml
SUB Substrate: TMB substrate solution, ready to use 1x13ml
WASHBUF Wash buffer: 20x concentrated 1 x50 ml
STOP Stop solution: sulphuric acid, ready to use 1x10 ml

3) ADDITIONAL MATERIAL ADDED TO THE KIT
. 2 self-adhesive plastic films

. Quality control sheet

. Protocol sheet

. Instruction manual for use

4) EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Precision pipettes calibrated to deliver 10-1000 pl and disposable tips
Multichannel pipette

ELISA reader for absorbance at 450 nm (or from 450 nm to 630 nm)
Graph paper or software for calculation of results

Plate washer is recommended for washing

5) REAGENTS AND SAMPLE PREPARATION

Sample preparation:
The sample can be serum or plasma (EDTA, citrate, heparin, CPD), which must be separated as soon as possible from the

blood clot after blood sampling to avoid a haemolysis. CSF can also be used. Avoid microbial contamination of the
samples. Insoluble substances must be removed from the sample before incubation. The use of heat-inactivated, icteric,
haemolytic, lipemic or turbid samples is not recommended.

If the tests are not carried outimmediately, the samples can be stored for up to 2 weeks at 2-8°C. Prolonged storage of the
samples is possible at -25°C or below. Repeated freezing and thawing of samples is not recommended due to the risk of
inaccurate results. Avoid more than 3 freeze-thaw cycles.

Sample dilution:
Dilute human serum or plasma 1 + 100 with sample diluent (e.g. 10 pl of sample + 1 ml of sample diluent), mix well

Dilute cerebrospinal fluid 1:3 (1 + 2) with sample diluent (e.g.100 pl of sample + 200 pl of sample diluent), mix well.
Samples with results >30 BBU/ml can be diluted with sample diluent and retested. Obtained results need to be multiplied
with respective dilution factor for final concentration.

Conjugate: The conjugate is ready for use and should be used within 2 weeks after opening. For long term storage please
aliquot and freeze unused conjugate at -25°C. Frozen aliquots are stable until expiry date stated on the original vial.
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Preparation WASHBUF (Wash buffer): Dilute 20x conc. wash buffer with distilled water to 1000 ml (50 ml conc. + 950 ml
dist. water). Mix well. Crystals that may appear will dissolve at room temperature. Undiluted WASHBUF is stable 2-8°C
until expiry date stated on the label. The diluted wash buffer is stable at 2-8°C for one month.

STD: Standards (pos, cut-off, neg) are ready to use and MUST NOT be diluted.

6) PRINCIPLE OF THE ASSAY

EN

=,

Step 1 Step 2
control / HRPO- Step 3
precoated sample conjugate T™MB

7) ASSAY PROTOCOL

All reagents and samples must be at room temperature (18-26°C) before use in the assay.

Mark position for BLANK/STD/SAMPLE/ (Blank/Standard/Sample) on the protocol sheet.

Take microtiter strips out of the alu bag, take a minimum of one well as Blank. Store unused strips with desiccant at
2-8°C in the alu bag. Strips are stable until expiry date stated on the label.

1. Add 100 pl STD/SAMPLE (Standard/diluted samples) into the respective wells, except blank.

2. Cover strips with plastic film and incubate for 1 hour at 37°C in an incubator.

3. Aspirate and wash wells 4x with at least 250 pl diluted WASHBUF (Wash buffer). Remove remaining WASHBUF by
hitting plate against paper towel after the latest wash.

4. Add 100 pl CONJ (anti human IgG-HRPO) into each well.

5. Cover strips with plastic film and incubate for 30 min at room temperature (18-26°C).

6. Aspirate and wash wells 4x with at least 250 pl diluted WASHBUF (Wash buffer). Remove remaining WASHBUF by
hitting plate against paper towel after the latest wash.

7. Add 100 pl SUB (TMB substrate) into each well.

8. Incubate 15 min at room temperature (18-26°C), in the dark.

9. Add 50 pl STOP (Stop solution) into each well. Swirl gently.

10. Measure absorbance immediately at 450 nm with reference 630 nm, if available.

The use of an automated system is possible, but needs sometimes modifications. If you need support, please contact your
representative.
8) CALCULATION OF RESULTS

Subtract the OD of the blank from the OD’s of the samples and standards.

Calculate the mean OD's of all samples and standards.

The OD of the cut-off standard represents 10 BBU/ml (Biomedica Borrelia Units). This is the basis for calculation of the
results.

& OD of the sample
@ OD of the cut off control

x10=BBU / ml

The quality control protocol supplied with the kit shows the results of the final release QC for each kit. Data for optical
density obtained by customers may differ due to various influences and/or due to the normal decrease of signal intensity
during shelf life. However, this does not affect validity of results as long as data mentioned in chapter 9) ASSAY
CHARACTERISTICS part valid results are achieved.
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8.1.  Qualitative calculation for serum/plasma

Positive result samples with an OD of more than cut-off +10% (= 11 BBU/ml).
Borderline result samples between 9 - 11 BBU/ml. These patients should be retested with a new sample.
Negative result samples with an OD of less than cut-off -10% (< 9 BBU/ml).

8.2.  Quantitative calculation for serum/plasma

Calculation of the BBU/ml is identical to the qualitative calculation, section 8.1.

The test is linear between 5 - 30 BBU/ml. Values outside this range are semi-quantitative.

Alternatively, samples with results >30 BBU/ml can be diluted with sample diluent and retested. Obtained results need to
be multiplied with respective dilution factor for final concentration.

Weak positive Samples between 11 - 20 BBU/ml
High positive Samples between 21 - 30 BBU/ml
Very high positive Samples above 30 BBU/mI

8.3.  Qualitative calculation for cerebrospinal fluid

The calculation of the BBU/ml is identical to the qualitative calculation, section 8.1.
Normal values CSF: The mean of 30 CSF samples showed 0.9 BBU/ml.

Neuroborreliosis negative Samples with values < 5 BBU/ml
Suspected for Neuroborreliosis Samples with values > 5 BBU/ml

9) ASSAY CHARACTERISTICS

Valid results:

Blank The OD must be <0.250

Negative standard The OD must be < 0.200 (blank subtracted)

Cut-off standard The OD must be at least twice the negative standard (blank subtracted).

Positive standard The OD must be at least twice the OD of the cut-off standard (blank subtracted).
Crossreactivities

n crossreactive
rheumafactor-positive 15 0
syphilis-positive 7 0

This ELISA uses recombinant antigens. Nevertheless, crossreactions to autoimmune-positive samples cannot be
completely excluded.

Specficity & Sensitivity:

Serum CSF
Sensitivity 100% 88%
Specificity 96% 88%

10) PRECISION

Intra-assay pos. (n=8) high pos. (n=8)  Inter-assay pos. (n=12) high pos. (n=12)
Mean (BBU/ml) 29 43 Mean (BBU/ml) 29 46

SD (BBU/ml) 2 4 SD (BBU/ml) 2 3

CV (%) 7.6 9.1 CV (%) 6.8 6.6

11) TECHNICAL HINTS

. Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources.

Avoid foaming when mixing reagents.

Do not mix stoppers and caps from different reagents or use reagents between lots.
Do not use reagents beyond expiration date. Protect reagents from direct sunlight.
Substrate solution should remain colourless until added to the plate.
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12) PRECAUTIONS

Al test components of human source were tested against HIV-Ab, HCV-Ab and HBsAg and were found negative.
Nevertheless, they should be handled and disposed as if they were infectious. Liquid reagents contain <0.1% Proclin 950
as preservative. Proclin 950 is not toxic in concentrations used in this kit. It may cause allergic skin reactions, avoid contact
with skin or eyes.

Do not pipette by mouth.

Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics where reagents are used.

Avoid all contact with the reagents by using gloves.

Sulfuric acid is irritating to eyes and skin. Flush with water if contact occurs. Avoid contact with skin and mucous.
Irritations are possible. — Flush with water after contact!

13) LITERATURE

“Use of Recombinant Antigens of Borrelia Burgdorferi in Serologic Tests for Diagnosis of Lyme Borreliosis”,
MAGNAREELI L.A. et al. (1996), Journal of Clin. Microbiol. 34: 2 pp 237-240

“Immunological and Molecular Heterogeneity of the Outer Surface Protein C (OspC) of Borrelia Burgdorferi Sensu
Lato”, HEIPKE S.J etal., pp 11-14

“Identification of a Protein in Several Borrelia Species Which Is Related to OspC of the Lyme Disease Spirochetes,
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1) EINLEITUNG

Die Bakterien Borrelia burgdorferi, afzelii und garinii sind die Erreger der am haufigsten durch Zecken iibertragenen
Infektionskrankheit Lyme-Borreliose. Die Infektion mit Borrelia ist durch eine Anzahl von klinischen Symptomen
charakterisiert und wird in 3 Stadien unterteilt.

Stadium 1, als friih lokalisierte Hautrdtung. Klinisch: Erythema migrans (Wanderréte).

Stadium 2, als friih disseminierende Erkrankung. Klinisch: lymphocytére Meningoradikulitis (Bannwarth-Syndrom),
Neuroborreliose.

Stadium 3, als spate disseminierende Erkrankung. Klinisch: chronisch progressive Enzephalomyelitis, Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA), chronische Arthritis.

Um die Spezifitat der Diagnostik zu erhéhen, wurden die Mikrotiterstrips des vorliegenden ELISA mit folgenden
rekombinanten Antigenen beschichtet:

. p21 = OspC (outer surface protein C): B. burgdorferi sensu stricto (B31), B. garinii (20047)

. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VIsE: Fusionsprotein von unterschiedlichen Borrelia Genospezies

2) INHALT DES KITS

Alle Reagenzien mit Ausnahme des Waschpufferkonzentrats sind gebrauchsfertig. Lagerung aller Reagenzien bei 2-8°C.
CONT KIT KOMPONENTEN MENGE
PLATE Mikrotiterplattenstreifen beschichtet mit rekombinanten Antigenen, einzeln 12 x 8 Teste

brechbar, farbkodiert

STD Standards: Positiv (pos), Cut-off (c.0.), Negativ (neg), gebrauchsfertig e1x1,5ml
CONJ Konjugat: Kaninchen anti human IgG-HRPO, gebrauchsfertig 1x14 ml
DIL Verdiinnungspuffer, gelb geféarbt, gebrauchsfertig 1x105ml
SUB Substrat: TMB Substratlésung, gebrauchsfertig 1x13ml
WASHBUF Waschpuffer: 20x konzentriert 1x50 ml
STOP Stoppldsung: Schwefelsaure, gebrauchsfertig 1x10 ml

3) ZUSATZLICHES MATERIAL IM KIT
. 2 selbstklebende Abdeckfolien

. Qualitatskontrollblatt

. Protokoll Blatt

. Arbeitsanleitung (Beipacktext)

4) ZUSATZLICH BENGTIGTES MATERIAL UND GERATE

Kalibrierte Prézisionspipetten fiir 10-1000 pl, inkl. Pipettenspitzen
Mehrkanalpipette

Mikrotiterplattenphotometer mit 450 nm Filter (630 nm Referenz)
Halblogarithmisches Millimeterpapier oder Software
Mikrotiterplatten Wascher wird empfohlen

5) REAGENZIEN UND PROBENVORBEREITUNG

Probenvorbereitung:
Abnahme von vendsem Blut mittels standardisierter Blutabnahmerdhrchen zur Gewinnung von Serum oder Plasma

(EDTA, Citrat, Heparin, CPD). Durchfiihrung der Zentrifugation des Blutes laut Herstellerangaben der
Probenentnahmebehélter, so schnell wie méglich, um Hamolyse zu vermeiden. Liquor kann auch verwendet werden.
Vermeiden Sie mikrobielle Kontamination der Proben. Unidsliche Teile miissen vor Inkubation aus der Probe entfemt
werden. Hitze-inaktivierte, ikterische, hamdlytische, lipemische oder triibe Proben kénnen nicht verwendet werden.
Proben so schnell wie méglich messen oder sie kdnnen bis zu 2 Wochen bei 4°C gelagert werden. Fiir Langzeit Lagerung
die Proben aliquotiert und bei -25°C oder tiefer lagern. Bis zu 3 Frier/Tau-Zyklen verandem die Messwerte nicht.
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Verdiinnen der Patientenproben:

Serum oder Plasma: 1 + 100 mit Verdiinnungspuffer verdiinnen und gut mischen (z.B. 10 pl Patientenprobe + 1 ml
Verdiinnungspuffer).

Zerebrospinalfliissigkeit 1:3 (1 + 2) mit Verdinnungspuffer verdinnen und gut mischen (z.B. 100 pl
Zerebrospinalfliissigkeit + 200 pl Verdiinnungspuffer).

Proben mit Werten >30 BBU/mI kénnen mit Verdiinnungspuffer verdiinnt und nochmals getestet werden. Zur Berechnung
des Endergebnisses miissen die erhaltenen Werte mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

Konjugat. Nach dem Offnen das Konjugat innerhalb von 2 Wochen verwenden. Fiir langere Lagerung (bis zum
Ablaufdatum) soll nicht verwendetes Konjugat aliquotiert und bei -25°C gelagert werden.

Verdiinnen des WASHBUF (Waschpuffers):

20fach Waschpufferkonzentrat auf 1000 ml mit destilliertem Wasser verdiinnen (50 ml Konzentrat + 950 ml dest. Wasser).
Gut mischen. Kristalle Idsen sich bei Raumtemperatur auf. Unverdiinnter Waschpuffer ist bei 2-8°C bis zum Ablaufdatum
(s. Etikett) haltbar. Der verdiinnte Waschpuffer ist bei 2-8°C bis zu einem Monat haltbar. Im Testsystem darf nur
verdiinnter WASHBUF (Waschpuffer) verwendet werden.

STD: Die Standards (pos, cut-off, neg) sind gebrauchsfertig und diirfen nicht verdiinnt werden.

6) TESTPRINZIP
Siehe 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY im englischen Teil des Beipacktextes.

7) TESTPROTOKOLL

Im Test diirfen nur Reagenzien und Proben verwendet werden, welche Raumtemperatur (18-26°C) aufweisen.
Markieren Sie die Positionen fiir BLANK/STD/PROBE (Leerwert/Standard/Probe) am Protokoll Blatt.

Nehmen Sie die benétigten Mikrotiterstreifen aus dem Alu Sackchen. Mindestens 1 Well fiir den Leerwert reservieren.
Nicht verwendete Mikrotiterstreifen konnen mit Trockenmittel im Alu Sackchen bis zum angegebenen Ablaufdatum
gelagert werden.

1. Pipettieren Sie 100 pl STD/SAMPLE (Standard/Verdiinnte Probe) in Doppelbestimmung in die Mikrotiterstreifen, mit
Ausnahme des Leerwertes.

2. Streifen abdecken und 1 Stunde bei 37°C inkubieren.

3. Inhalt der Wells verwerfen und 4x mit mindestens 250 pl verdiinntem WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem
letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfahiges Papier entfernen.

4. Pipettieren Sie 100 yl CONJ (anti human IgG-HRPO) in alle Wells.

5. Streifen abdecken und 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-26°C) inkubieren.

6. Inhalt der Wells verwerfen und 4x mit mindestens 250 pl verdiinntem WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem
letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfahiges Papier entfernen.

7. Pipettieren Sie 100 pl SUB (TMB Substrat) in alle Wells.

8. 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-26°C) im Dunkeln inkubieren.

9. Pipettieren Sie 50 pl STOP (Stoppldsung) in alle Wells. Gut mischen.

10. Extinktion unmittelbar bei 450 nm messen, mit 630 nm als Referenz, falls mdglich.

Die Verwendung des Testsystems auf automatischen Systemen ist mdglich, kann aber Modifikationen bendtigen. Fiir
eventuelle Hilfestellung wenden Sie sich bitte an die lokale Vertretung.
8) BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die Extinktion des Leerwertes (Blank) von den Extinktionen der restlichen Bestimmungen abziehen.

Mittelwerte der Extinktionen der Kontrollen und der Proben berechnen.

Der Messwert des Cut-off Standards ist fiir die Beurteilung der Proben wichtig. Er entspricht 10 BBU/ml (Biomedica
Borrelia Units) und ist die Basis fir die Kalkulation der Ergebnisse.

& OD of the sample
@& OD of the cut off control

x10=BBU / ml
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8.1.  Qualitative Kalkulation fiir Serum/Plasma

Positives Ergebnis Proben mit einer OD groRer der des Cutoff +10% (= 11 BBU/ml)

Grenzwertiges Ergebnis Proben zwischen 9 - 11 BBU/ml. Grenzwertige Ergebnisse sollten mit einer neuen
Probenabnahme wiederholt werden.

Negatives Ergebnis Proben mit einer OD kleiner der des Cutoff -10% (< 9 BBU/ml)

8.2.  Quantitative Kalkulation fiir Serum/Plasma

Die Berechnung der BBU/ml erfolgt analog der qualitativen Auswertung, Kapitel 8.1.

Das Testsystem ist im Bereich von 5 - 30 BBU/ml linear. Werte auRerhalb dieses Bereiches diirfen nur als semi-quantitativ
betrachtet werden.

Alternativ kdnnen Proben mit Werten >30 BBU/mI mit Verdiinnungspuffer verdiinnt und nochmals getestet werden. Zur
Berechnung des Endergebnisses missen die erhaltenen Werte mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

Schwach positiv Proben mit Werten zwischen 11 - 20 BBU/ml
Stark positiv Proben mit Werten zwischen 21 - 30 BBU/ml
Sehr stark positiv Proben mit Werten groer 30 BBU/ml

8.3.  Qualitative Kalkulation fiir Zerebrospinalfliissigkeit

Die Berechnung der BBU/ml erfolgt analog der qualitativen Auswertung, Kapitel 8.1.
Normalwerte CSF: Es wurden 30 Liquor Proben getestet und durchschnittiich 0,9 BBU/ml gefunden.

Neuroborreliose negativ Proben mit Werten < 5 BBU/ml
Verdacht auf Neuroborreliose | Proben mit Werten > 5 BBU/ml

9) TESTMERKMALE
Gilltigkeit der Bestimmung:
Leerwert Die OD muss < 0,250 sein
Negativer Standard Die OD muss < 0,200 sein (Leerwert abgezogen)
Die OD muss mindestens 2x so hoch wie der negative Standard sein (Leerwert
Cut-off Standard
abgezogen)
. Die OD muss mindestens 2x so hoch wie der Cutt off Standard sein (Leerwert
Positiver Standard
abgezogen)
Kreuzreaktionen
n Reaktiv
Rheumafaktor positive Proben 15 0
Syphilis positive Proben 7 0

Trotz Verwendung von rekombinanten Antigenen kann eine Kreuzreaktion zu autoimmun-positiven Proben nicht
vollstandig ausgeschlossen werden.

Spezifitat & Sensitivitat:
Serum CSF
Sensitivitat 100% 88%
Spezifitat 96% 88%
10) PRAZISION
Intra-assay pos. (n=8) stark pos. (n=8) | Inter-assay pos. (n=12) stark pos. (n=12)
Mittelwert (BBU/ml) 29 43 Mittelwert (BBU/ml) 29 46
SD (BBU/ml) 2 4 SD (BBU/ml) 2 3
VK (%) 7,6 9,1 VK (%) 6,8 6,6

11) TECHNISCHE MERKMALE
e  Reagenzien von verschiedenen Lots oder Testen diirfen nicht gemischt werden.
o Stopsel oder Verschliisse von verschiedenen Reagenzien diirfen nicht vertauscht werden.
o Abgelaufene Reagenzien diirfen nicht verwendet werden. Reagenzien sind vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.
e Substratlésung muss vor Verwendung farblos sein.
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o Mikrotiterstreifen miissen bei den Inkubationen mit Abdeckfolie abgedeckt sein.
e Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

12) VORSICHTSMASSNAHMEN

Alle Bestandteile humanen Ursprunges wurden auf HIV-Ak, HCV-Ak und HBsAg getestet und negativ gefunden. Trotzdem
sollten die Reagenzien als potentiell infektios behandelt werden.

Die flissigen Reagenzien enthalten < 0,1% Proclin 950 als Konservierungsmittel.

Proclin 950 ist in der verwendeten Konzentration nicht toxisch. Allergische Reaktionen sind méglich.

e Nicht mit dem Mund pipettieren.

o Nicht Rauchen, Essen, Trinken oder Kosmetika benutzen wéhrend der Verwendung der Testreagenzien

e Verwenden Sie Handschuhe zur Vermeidung jedes Kontaktes zu Reagenzien.

e Schwefelséure reizt die Augen und die Haut. Bei Beriihrung griindlich mit Wasser spiilen.

13) LITERATUR
Siehe 13) LITERATURE im englischen Teil des Beipacktextes.
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1) UvoD

Lymska borreliéza je bakteriaini infekce vyvolana spirochetou Borrelia Burgdorferi, Afzellii nebo Garinii a je

charakterizovana riznymi klinickymi priznaky. Onemocnéni je rozdélovano do tfi stadii.

1. stadium Casna dermatitida, klinicky erythema migrans.

2. stadium ¢asna diseminovana infekce, klinicky lymfocytickad meningioradiculiida (Bannwarth(v syndrom),

neuroborreliéza.

3. stadium pozdni diseminovand infekce, klinicky chronické progresivni encefalomyelitida, chronicka atrofujici

akrodermatitida, chronicka artritida.

Pro zvy3eni diagnostické specifity jsou jamky destiéek soupravy Biomedica potazeny t&mito rekombinantnimi antigeny:

. p21 = OspC (outer surface protein C — vn&j8i povrchovy protein C): B. burgdorferi sensu stricto (B31), B. garinii
(20047)

. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VIsE: smésné proteiny jinych genotypli Borrelia

2) OBSAH SOUPRAVY

VSechny reagencie v soupravé vyjma promyvaci pufr jsou k okamzitému pouZiti. Souprava se vSemi reagenciemi se
uchovava pfi teploté 2-8°C.

REAGENCIE | POPIS MNOZSTVi
Stripy s jamkami, potazenymi antigenem, Oddéluji se odlamovanim, jsou

PLATE barevné kddované. 12 x8 stripd
sTD S;;r:gardy: pozitivni (pos), hrani¢ni (cut-off), negativni (neg), pouZzivaji se kazda 1x 15 ml
CONJ konjugat kralii anti-human IgG - HRPO, pouZiva se pfimo 1x 14 ml

DIL roztok na fedéni vzorkd, pouziva se pfimo 1x105ml

SUB roztok TMB substratu, pouZiva se pfimo 1x13ml
WASHBUF promyvaci pufr 20x koncentrovany 1x50 ml

STOP stop roztok konc. kys.sirova, pouziva se pfimo 1x10ml

3) DALSI PRISLUSENSTVI SOUPRAVY
. 2 samolepici folie

. kontrolni list kvality

. protokol provedeni testu

. navod k pouzivani soupravy

4) VYBAVENi POTREBNE K ROVEDENI TESTU (nedodéva se v soupravé)
presné kalibrované mikropipety na objemy 10 pl — 1000 pl
vicekanalové mikropipety

ELISA mikrofotometr s filtrem 450 nm nebo s filtry 450 nm a 630 nm
Milimetrovy papir nebo program pro vypocet vysledku

Doporucuje se promyvacka na promyvani desticek

5) PRIPRAVA REAGENCIi A VZORKU

Priprava vzorku:

Vzorkem mUiZe byt sérum nebo plasma (EDTA, citrat, heparin, CPD), které musi byt separovany od krevnich srazenin a
bunék co mozné nejdfive, aby nedochazelo k hemolyze. Rovnéz Ize pouzit mozkomidni mok. Vyvarujte se mikrobialni
kontaminace vzorku. Nerozpustné latky musi byt ze vzorku odstranény pred inkubaci. Pouziti tepelné inaktivovanych,
ikterickych, hemolytickych, lipemickych nebo zakalenych vzorkl se nedoporucuje.

Upozornéni: pokud se neprovadi testy bezprostfedné, mohou se vzorky skiadovat pfi 2-8°C po dobu az 2 tydn0. DelSi
skladovani vzorkd je mozné pfi teploté -25°C nebo nizsi. Opakované zmrazovani a tani vzorkl se nedoporucuje

kvali riziku nespravnych vysledkd. Vyvarujte se vice nez 3 cyklim zmrazeni-tani.
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Redéni vzorki: Lidské sérum nebo plasma se fedi 1 + 100 roztokem na fedéni vzork(i (10 ul vzorku a 1 ml roztoku na
fedéni vzorku) a dobre se promicha.

Mozkomisni mok se fedi 1:3 (1 + 2) roztokem naedéni vzorkd (100 pl vzorku a 200 pl roztoku na fedéni vzorku) a dobé
se promicha.

Vzorky s vysledky >30 BBU/mI mohou byt nafedény diluentem a opakovang testovany. Ziskané vysledky musi byt
nasobeny pfisluSnym faktorem fedéni na vyslednou koncentraci.

Konjugat: Konjugat kpfimému pouziti by mél byt spotfebovan do dvou tydni po otevieni.Pro dlouhodobé skladovani
nepouzity konjugat rozdélte na alikvoty a ulozte pfi -25°C do data expirace.

Priprava_promyvaciho pufru: Koncentrovany promyvaci pufr WASHBUF se zfedi destilovanou vodou na 1000 ml (50 ml
koncentrovaného pufru se pfida k 950 ml destilované nebo deionizované vody) a dobfe se promicha. Pripadné krystaly se
rozpusti pfi teploté laboratore. Nafedény promyvaci pufr je staly pfi 2-8°C az do data expirace, které je uvedeno na Stitku.

STD: Standardy (pos, cut-off, neq) jsou pfipraveny k pouziti a NESMi byt fedény.

6) PRINCIP STANOVENI
Viz. 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY v anglické ¢asti této pfibalové informace.

7) PROVEDENI TESTU

V$echny reagencie a vzorky musi byt pied provadénim testu vytemperovany na teplotu laboratore 18-26°C.

Na protokolu provedeni testu se vyznaéi jamky pro slepou, kontroly a vzorky.

.Ze sacku se vyjmou stripy s jamkami, nejméné jedna jamka se pouZije pro slepou (blank). Nepouzité stripy se viozi
zpét do sacku s vysousedlem a ulozZi pfi teploté 2-8°C. Stripy jsou stalé az do data expirace, které je uvedeno na sacku.

1. Do uréenych jamek se napipetuje 100 ul kontrol a vzorkd, jamka pro slepou se vynecha.

2. Jamky se zakryji samolepici folii a inkubuji se 1 hodinu v inkubatoru pfi teploté 37°C.

3. Po skonceni inkubace se z jamek odsaje kapalina a jamky se promyji 4x nejméné 250 pl nafedéného promyvaciho
pufru. Po skonéeném promyvani se zbytky pufru odstrani z jamek poklepanim stripem na filtracni papir.

4. Do vSech jamek se napipetuje 100 pl konjugatu.

5. Jamky se zakryji samolepici folii a inkubuiji se 30 minut pfi teploté laboratore 18-26°C.

6. Po skongeni inkubace se z jamek odsaje kapalina a jamky se promyji 4x nejméné 250 pl nafedéného promyvaciho
pufru. Po skonéeném promyvani se zbytky pufru odstrani z jamek poklepanim stripem na filtracni papir.

7. Do viech jamek se napipetuje 100 ul TMB substratu.

8. Inkubuje se 15 minut ve tmé pfi teploté laboratofe 18-26°C.

9. Do viech jamek se napipetuje 50 pl stop roztoku.

10. Ihned se zméfi absorbance jamek OD pfi 450 nm a pokud je mozné také pfi referenénim filtru 630 nm.

Test Ize provadét v automatickém ELISA systému, ale vyZaduje nékteré modifikace. Pokud byste potfebovali pomoc,
obratte se na naSeho zastupce.
8) VYPOCET VYSLEDKU

0d absorbance OD vzorkl a kontrol se odecte OD slepé a vypocitaji se primémé hodnoty OD vSech standardl a vzorkd.
Hodnota OD hraniéni (cutoff) reprezentuje 10 BBU/mI (Biomedica Borrelia Units) a je zakladem pro vypocet vysledka.

& OD of the sample

x10=BBU / ml
& OD of the cut off control
8.1.  Kvalitativni vypocet pro sérum a plasmu
Pozitivni vysledek: vzorky s hodnotou OD vétSi o 10% nez hrani¢ni = 11 BBU/ml.
Neurcity vysledek: vzorky s OD mezi 9 BBU/mI - 11 BBU/ml (8ed4 z6na). U téchto nemocnych se musi
vy3etiit vzorek z nového odbéru.
Negativni vysledek: vzorky s hodnotou OD mensi 0 10% nez hrani¢ni < 9 BBU/ml.

8.2.  Kvanitativni vypocet pro sérum a plasmu

Viypocet BBU/mI je stejny jako v odstavci 8.1.
Vysledky testu jsou linearni v rozmezi 5 BBU/mI — 30 BBU/ml, vysledky mimo tento rozsah jsou semikvantitativni.
Pripadné vzorky s vysledky >30 BBU/mI mohou byt fedény a opakované testovany. Ziskané vysledky musi byt nasobeny
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prislusnym faktorem fedéni na vyslednou koncentraci.

Slabé pozitivni hodnoty od 11 BBU/ml do 20 BBU/ml.
Pozitivni hodnoty od 21 BBU/ml do 30 BBU/ml.
Vlysoko pozitivni hodnoty vy38i nez 30 BBU/ml.

8.3.  Kvanitativni vypocet pro mozkomisni mok

Viypocet BBU/ml je stejny jako vypoCet v odstavci 8.1.
Normélni hodnota: bylo Zjisténo, Ze priméma hodnota z 30 vzorkd mozkomiSniho moku je 0,9 BBU/ml.

Neuroborrelioza negativni. vzorky s hodnotou < 5 BBU/ml.
Suspektni neuroborelioza: vzorky s hodnotou > 5 BBU/ml.

9) CHRAKTERISTIKA TESTU
Platné (validni) vysledky:

blank Hodnota OD musi byt < 0,250

negativnich kontrol Hodnota OD musi byt < 0,200 (odedteny blank)

hraniéni musi byt Hodnota OD musi byt nejméné dvojnasobek negativni kontroly (odecteny blank)
pozitivni kontroly Hodnota OD musi byt nejméné dvojnasobek hraniéni kontroly (odeéteny blank)

Zkfizena reaktivita:

n vysledek
Revmatoidni faktor 15 0
Syfilis pozitivita 7 0

ZkFizena reaktivita nebyla s témito faktory pozorovana, vzhledem k omu, Ze tato souprava ELISA pouZiva rekombinantni
antigeny. Nicméné nelze zkfizenou reaktivitu zcela vyloucit u vzork(i od pacientd s autoimunnim onemocnénim.

Specificita & Citlivost:
Sérum CSF
Citlivost 100% 88%
Specificita 96% 88%
10) PRESNOST
vnitfni poz. (n=8) vys. (poz n=8) | mezi testy poz. (n=12) vys. poz. (n=12)
Aritmeticky 29 43 Aritmeticky 29 46
priimér (BBU/ml) primér (BBU/ml)
SD (BBU/ml) 2 4 SD (BBU/ml) 2 3
CV (%) 7,6 9,1 CV (%) 6,8 6,6

SD - smérodatna odchylka; CV - variaéni koeficient

11) TECHNICKE POKYNY

o Nikdy nenahrazujte nebo nesmichavejte reagenciemi z jinych $arzi nebo souprav.

Pfi michani reagencii nesmi dojit k tvorbé pény.

Nezamériujte zatky nebo uzavéry mezi reagenciemi a nepouzivejte je z jinych $arzi nebo souprav.
Nikdy nepouZivejte reagencie po jejich datu expirace. Nevystavuijte reagencie plisobeni pfimého svétla.
Substratovy roztok vzdy musi byt bezbarvy.

12) BEZPEGNOSTNI OPATRENI

Vechny reagencie lidského plvodu v soupravé byly testovany soupravami 3. generace na pfitomnost protilatek proti HIV
a antigen, HCV a antigenu HBsAg a bylo zjisténo, Ze jsou negativni. Nicméné musi byt s nimi zachazeno jako kdyby byly
infekéni. Kapalné reagencie obsahuiji <0.1% Proclin 950 jako konzervant. Proclin 950 neni toxicky v koncentracich, ve
kterych je obsazen v reagenciich této soupravy. Mize vyvolat alergické reakce kize, nesmi pfijit do styku s kizi nebo
zrakem.

o Nepipetujte Usty.

o Nejezte, nepijte, nekufte a nepouzivejte kosmetiku, kdyz pracujete se soupravou.
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o Vyvarujte se kontaktu reagencii s pokozkou, vzdy pouzivejte rukavice na jedno pouziti.
o Kyselina sirova vyvolava poleptani kize, o¢i a sliznic. Pokud dojde k potfisnéni touto reagencii, musi se ihned
potfisnéné misto oplachnout velkym mnozstvim vody, pfipadné vyhledat Iékafskou pomoc.

13) LITERATURA
Viz. 13) LITERATURE v anglické ¢asti tohoto pfibalového letaku.
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1) UvoD

Lymska borelidza je bakteridlna infekcia spdsoben spirochetou Borrelia Burdorferi, Afzellii alebo Garinii a je

charakterizovana viacerymi klinickymi symptémmi. Infekcia boreliou sa méze delit do troch Stadii:

Stadium 1, skory dermatitis, Klinicky: erytema migrans.

Stadium 2, skora diseminovana infekcia, Klinicky: lymfocytarna meningoradiculitida (Bannwarthov syndrém),

neuroboreliéza.

Stadium 3, pozdné diseminovana infekcia, Klinicky: chronicka progresivna encefalomyelitida, acrodermatitis chronica

atrophicans (ACA), chronicka artritida.

Pre zlepSenie diagnostickej Specificity su mikrostripy od firmy Biomedica potiahnuté nasledujtcimi rekombinantymi

antigénmi:

. p21 = OspC (outer surface protein C — vonkajsi povrchovy protein C): B. burgdorferi sensu stricto (B31), B. garinii
(20047)

. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VISE: protein fuzie réznych génovych druhov borrelie

2) ZLOZENIE SUPRAVY
Vetky reagencie okrem premyvacieho roztoku sa pouzivaju neriedené. Skladuju sa pri 2-8°C.
OZNACENIE KOMPONENTY SUPRAVY MNOZSTVO
PLATE Mikrostripy, odlomitelné, farebne oznacené, potiahnuté rekombinantnym 12 x 8 testov
gntigénom
STD Standardy: pozitivny (pos), hraniény (cut-off), negativny (neg), pripravené na = kazdy 1 x 1,5 ml
pouZitie
CONJ Konjugat: krali¢i antihumany IgG-HRPO, pripraveny na pouZitie 1x14 ml
DIL Roztok na riedenie vzoriek, obsahuijuci ZIté farbivo, pripraveny na pouzitie | 1 x 105 ml
SUB Substrat: TMB substratovy roztok, pripraveny na pouZitie 1x13ml
WASHBUF Premyvaci roztok: 20x koncentrovany 1x50 ml
STOP Stop roztok: kyselina sirova, pripravena na pouzitie 1x10 ml

3) MATERIALY DODAVANE V SUPRAVE

e 2 samolepiace félie na prelepenie platniCiek
. kontrolny list kvality

. pomocna tabulka k platnicke

. navod na pouzitie

4) ZARIADENIA NA STANOVENIE TESTU - NEDODAVANE

mikropipety kalibrované na davkovanie 10 — 1000 ul a vymenitelné picky
multikanalova pipeta

ELISA spektrofotometer s Inovou dizkou 450 nm (pripadne od 450 do 630 nm)
milimetrovy papier alebo po€itadovy program na vypocet vysledkov
odporticame premyvacku platniciek

5) PRIPRAVA REAGENCIi A VZORIEK

Priprava vzorky:

Vzorka moze byt sérum alebo plazma (EDTA, citrat, heparin, CPD), ktoré sa musia ¢o najskér po odbere vzoriek krvi
oddelit od krvnej zrazeniny, aby sa zabranilo hemolyze. MoZe sa pouZit aj mozgovo miedny mok. Zabrarite mikrobialnej
kontamindcii vzoriek. Nerozpustné latky sa musia zo vzorky odstranit pred inkubaciou. PouZitie tepelne inaktivovanych,
ikterickych, hemolytickych, lipemickych alebo zakalenych vzoriek sa neodporuca. )
Upozornenie: Ak sa testy nevykonaju ihned, vzorky sa mozu skladovat az 2 tyzdne pri teplote + 4 ° C. Predlzené
skladovanie vzoriek je mozné pri teplote -25 ° C alebo niZ3ej. Opakované zmrazenie a rozmrazovanie vzoriek sa
neodporaca kvli riziku nepresnych vysledkov. Vyvarujte sa viac ako troch cyklov zmrazovania a rozmrazovania.

Riedenie vzoriek: Nariedte [udské sérum alebo plazmu 1 + 100 s riediacim roztokom pre vzorky (t,. 10 pl vzorky + 1 ml
riediaceho roztoku), dobre premiesajte.

Nariedte likvor v pomere 1:3 (1 + 2) s iediacim roztokom pre vzorky (tj. 100 ul vzorky + 200 i riediaceho roztoku), dobre
premieSajte.
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Vzorky s vysledkami >30 BBU/ml mdzu byt nariedené roztokom na riedenie vzoriek a znovu pretestované. Namerané
vysledky musia byt vynasobené prisluSnym riediacim faktorom pre ziskanie finlnej koncentracie.

Konjugat, pripraveny na pouZitie, spotrebujte do 2 tyzdriov po otvoreni. Pre dlhodobé uskladnenie nepouZity konjugat
rozdelte na alikvotné Casti a uskladnite zmrazeny pri -25°C az do doby exspiracie.

Priprava WASHBUF (premyvacieho roztoku): Nariedte 20x koncentrovany premyvaci roztok destilovanou vodou do
1000 ml (50 ml koncentratu + 950 ml destilovanej vody). Dobre premieSajte. Krystaly, ktoré sa mdZu objavit, sa rozpustia

pri laboratérnej teplote. Nenariedeny premyvaci roztok je stabilny pri teplote 2-8°C az do doby expiracie vyznacenej na
etikete. Nariedeny premyvaci roztok je stabilny pri teplote 2-8°C jeden mesiac.

STD: $tandardy (negativne, cut-off, pozitivne) sti pripravené na pouzitie a NESMU sa riedit’.

6) PRINCIP STANOVENIA
Vid 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY v anglickej Casti textu na obale.

7) POSTUP STANOVENIA

Pred stanovenim sa v3etky reagencie a vzorky temperuju na laboratérnu teplotu (18-26°C).

Na priloZenej pomocne;j tabulke platnicky oznaéte miesta pre BLANK/STD/SAMPLE (slepy pokus, Standard a vzorky).
Vlyberte potrebny pocet mikrostripov z lobalu. Oznaéte minimaine jednu jamku ako slepy pokus. Nepouzité stripy
skladujte spolu s desikantom pri 2-8°C v uzavretom alobalovom obale. Mikrostripy st stabilné do doby exspiracie
vyznadenej na etikete.

1. Napipetujte 100 pl STD/SAMPLE (8tandardov a nariedenych vzoriek) do prislu$nych jamiek, okrem slepého
pokusu.

2. Stripy zalepte samolepiacou féliou a nechajte inkubovat’ 1 hodinu pri teplote 37°C v inkubatore.

3. Premyvackou odsajte obsah jamiek a jamky premyte najmenej 4x s 250 pl zriedeného WASHBUF (premyvacieho
roztoku). Po skoneni premyvania sa stripy osusia odklepanim zvy$ného premyvacieho roztoku na filtraény papier
alebo bunicitu vatu.

4. Napipetujte 100 ul CONJ (konjugat antihumany IgG-HRPO) do vSetkych jamiek.

5. Stripy zalepte samolepiacou féliou a nechajte inkubovat’ 30 minut pri laboratornej teplote (18-26°C).

Premyvackou odsajte obsah jamiek a jamky premyte najmenej 4x s 250 pl zriedeného WASHBUF (premyvacieho

roztoku). Po skon&eni premyvania sa stripy osusia odklepanim zvy$ného premyvacieho roztoku na filtraény papier

alebo bunicitu vatu.

Napipetujte 100 pl SUB (TMB substratu) do vSetkych jamiek.

Nechajte inkubovat' 15 min pri laboratérnej teplote (18-26°C) v tme.

Napipetujte 50 pl STOP (stop roztoku) do vetkych jamiek.

0. Ihned zmerajte absorbanciu pomocou spektrofotometra pri 450 nm s pouZitim referenéného filtra 630 nm, ak je

referencny filter k dispozicii.

o

=ttadbad i

Na stanovenie je s malymi modifikaciami mozné pouZit automaticky systém. Pre doplfiujlce informécie, prosim,
kontaktujte Va8ho obchodného zéstupcu.

8) VYPOCET VYSLEDKOV

Odpocitajte hodnotu absorbancie (OD) slepého pokusu od hodnét absorbancii vzoriek a Standardov.

Vypocitajte priememu hodnotu absorbancii vSetkych vzoriek a Standardov.

Hodnota absorbancie hrani¢ného (cut-off) Standardu predstavuje 10 BBU/ml (Biomedica Borrelia Units). Tato hodnota je
zakladom pre vypocet vysledkov.

& OD of the sample

x10=BBU / ml
& OD of the cut off control
8.1.  Kvalitativny vypocet pre sérum / plazmu
Pozitivny vysledok Vzorky s OD vacSou ako hrani¢ny Standard +10% (= 11 BBU/ml)
Hraniény vysledok Vzorky medzi 9 — 11 BBU/ml. Tito pacienti by mali byt znovu vySetreni s novou vzorkou.
Negativny vysledok Vzorky s OD men$ou ako hrani¢ny Standard -10% (< 9 BBU/mI)
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8.2.  Kvantitativny vypocet pre sérum / plazmu

Viypocet jednotiek BBU/mI je rovnaky ako pri kvalitativnom vypocte, kapitola 8.1.

Vysledky su linearne v rozmedzi 5 - 30 BBU/ml. Hodnoty mimo tohto rozpétia s semi-kvantitativne.

Alternativne, vzorky s vysledkami >30 BBU/ml mdzu byt nariedené roztokom na riedenie vzoriek a znovu pretestované.
Namerané vysledky musia byt vynasobené prislusnym riediacim faktorom pre ziskanie finalnej koncentracie.

Slabo pozitivne Vzorky medzi 11 a 20 BBU/ml
Silne pozitivne Vzorky medzi 21 a 30 BBU/ml
Velmi silne pozitivne Vzorky nad 30 BBU/mI

8.3.  Kvalitativny vypocet pre likvor

Vypocet jednotiek BBU/ml je rovnaky ako pri kvalitativnom vypocte, kapitola 8.1.
Referencné hodnoty likvoru: Priemerna hodnota z 30 vzoriek likvoru bola 0,9 BBU/m.

Neuroboreliéza - negativna Vzorky s hodnotami < 5 BBU/ml
Podozrenie na neuroboreliézu | Vzorky s hodnotami > 5 BBU/ml
9) SPECIFICKA CHARAKTERISTIKA TESTOV
Validacia vysledkov:

Slepy pokus Hodnoty OD musia byt < 0,250

Negativny Standard Hodnoty OD musia byt < 0,200 (odpocitana hodnota slepého pokusu)

Hranicny Standard Hodnoty OD musia byt minimalne dvojndsobkom hodnoty negativneho Standardu
(odpocitana hodnota slepého pokusu)

Pozitivny $tandard Hodnoty OD musia byt minimalne dvojnasobkom hodnoty hrani¢ného $tandardu

(odpocitana hodnota slepého pokusu)

Skrizené reakcie

n skrizena reakcia
reumatoidny faktor - pozitivny 15 0
syfilis - pozitivny 7 0

Tato ELISA metodika pouziva rekombinantné antigény. Napriek tomu nemozno Upline vylucit krizové reakcie na
autoimunopozitivne vzorky.

Senzitivita: & $pecifickost:

sérum CSF
senzitivita 100% 88%
Specifickost 96% 88%
10) PRESNOST
V ramci testu pozitivne vysoko pozitivne | Medzi testami pozitivne vysoko pozitivne
(n=8) (n=8) (n=12) (n=12)
Priemer (BBU/ml) 29 43 Priemer (BBU/ml) 29 46
SD (BBU/ml) 2 4 SD (BBU/ml) 2 3
CV (%) 7,6 9,1 CV (%) 6,8 6,6
11) TECHNICKE POKYNY

. Nevymiefajte jednotlivé komponenty stipravy medzi réznymi Sarzami stprav.

Zabrante tvorbe peny pri mieSani reagencii.

Nezamieniajte viecka a uzévery na roznych flastickach alebo medzi flastickami z roznych $arzi.
NepouZivajte jednotlivé komponenty stpravy po uplynuti doby expiracie. Chrarte reagencie pred svetiom.
Roztok substratu mé zostat bezfarebny az do doby, kym nie je napipetovany na platnicku.

12) BEZPEGNOSTNE OPATRENIA

Vetky zlozky stpravy ludského povodu boli testované tretou generaciou testov proti HIV-Ab, HCV-Ab a HBsAg a sU
negativne.Napriek tomu je potrebné s nimi zaobchadzat podfa pokynov na manipulaciu s infekénym materialom.
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Vietky kvapalné reagencie obsahujti <0.1% Proclinu 950 ako konzervaéného pripravku. Standardy boli stanovené na

bunkovych kultdrach a nie s infekéné. Napriek tomu treba s nimi zaobchadzat podia pokynov na manipulaciu s infekénym

materidlom. Zabrarite jeho kontaktu s okoZzkou a ukdznou sliznicou.

. Nepipetujte ustami.

. V riestoroch kde sa pouzivaju reagencie nejedzte, nepite, nefajite a nepouZivajte kozmetické pripravky.

. Vylcte akykolvek kontakt s eagenciami pouzivanim rukavic.

. Kyselina sirova drazdi oci a pokozku. V ripade kontaktu s yselinou, zasiahnuté miesto ihned umyte te¢licou vodou.
Zabrante kontaktu kyseliny s okozkou a sliznicou — m6zu vzniknit podrazdeniny. V ripade kontaktu umyte te¢tcou
vodou!

13) LITERATURA
Vid' 13) LITERATURE v anglickej Casti textu na obale.
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1) WSTEP

Borelioza z Lyme jest bakteryjng infekcja wywotywang przez kretki Borrelia burgdorferi, afzellii lub garinii. Choroba

charakteryzuje sie wieloma réznymi objawami. Wystepowanie, ktérych mozna podzieli¢ na 3 etapy:

Etap 1, wczesne zapalenie skory, objawy kliniczne: rumief wedrujacy.

Etap 2, wczesna rozsiana infekcja, objawy kliniczne: limfocytarne zapalenie opon i korzeni nerwowych (zespot

Bannwarth'a), neuroborelioza.

Etap 3, pozna rozsiana infekcja, objawy kliniczne: przewlekte, postepujace zapalenie mozgu i rdzenia, zanikowe zapalenie

skory, przewlekte zapalenie stawow.

Dla poprawy specyficznosci diagnostycznej dotki mikroptytki optaszczono nastepujacymi antygenami rekombinowanymi:

. p21 = OspC (outer surface protein C — zewngtrzne powierzchniowe biatko C): B. burgdorferi sensu stricto (B31),
B. garinii (20047)

. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VISE: biatko fuzyjne réznych genogatunkéw Borrelia

2) SKLAD ZESTAWU

Wszystkie odczynniki z wyjatkiem buforu sg gotowe do uzycia. Przechowywaé¢ w 2-8°C.
NAZWA SKLADNIKI ZESTAWU ILOSC
PLATE tamane paski, 0znaczone kolorem, optaszczone rekombinowanymi 12 x 8 dotkéw

antygenami

STD Standardy: dodatni (pos), cut-off (c.0.), uiemny (neg), gotowe do uzycia Kazdy po 1x1,5ml
CONJ Koniugat: krélicze anty-ludzkie IgG-HRPO, gotowy do uzycia 1x14 ml
DIL Rozcienczalnik do prébek z zottym barwnikiem, gotowy do uzycia 1x105ml
SUB Substrat: roztwér TMB, gotowy do uzycia 1x13ml
WASHBUF Bufor pluczacy: stezony 20x 1x50 ml
STOP Roztwér hamujacy: kwas siarkowy, gotowy do uzycia 1x10 ml

3) DODATKOWE MATERIAtY DOSTARCZONE W ZESTAWIE
. 2 folie samoprzylepne
. Protokét kontroli jakosci
. Protokét roboczy
. Instrukcja wykonania

4) PRZYRZADY DO WYKONANIA TESTU - NIE DOSTARCZONE
Mikropipety o pojemnosciach 10 - 1000 l i jednorazowe koricowki
. Pipeta wielokanatowa
. Czytnik mikroptytek Elisa z filtrem 450 nm (ewentualnie od 450 nm do 630 nm), papier milimetrowy lub program do
obliczania wynikow
. Zaleca sie uzycie automatycznej ptuczki do mikroptytek

5) PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW | PROBEK

Przygotowanie probki:

Jako prébki mozna uzy¢ surowicy lub osocza (EDTA, cytrynianowego, heparynowego, CPD), ktére musza zosta¢
oddzielone od skrzepu najszybciej jak jest to mozliwe po pobraniu krwi, aby zapobiec hemolizie. Mozna réwniez uzy¢
ptynu mézgowo-rdzeniowego. Nie dopusci¢ do mikrobiologicznego zanieczyszczenia probki. Substancje nierozpuszczaine
muszg zostac usunigte z probki przed inkubacjq. Nie zaleca sig uzywania probek inaktywowanych cieplnie, ikterycznych,
hemolitycznych, lipemicznych lub metnych.

Uwaga: Jesli badania nie beda przeprowadzane od razu, prébki moga by¢ przechowywane w temp. +4°C do dwéch
tygodni. Diuzsze przechowywanie probek jest mozliwe w temp. -25°C lub nizszej. Nie zaleca sie powtérnego
zamrazania/rozmrazania probek z uwagi na ryzyko uzyskania niedoktadnych wynikéw. Unika¢ przeprowadzania wigcej niz
3 cykli zamrozenia/rozmrozenia.

Rozcienczanie prébek: Surowice lub osocze rozcienczag rozcienczalnikiem do probek 1:101 (1 + 100) (np. 10 pl prébki +
1 ml rozcieficzalnika), doktadnie wymieszac.

Plyn mézgowo-rdzeniowy rozciencza¢ w stosunku 1:3 (1 + 2) rozcienczalnikiem do probek (np. 100 i prébki + 200 pl
rozcieficzalnika), doktadnie wymieszac.
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Dla probek o wartosciach powyzej 30 BBU/mI mozna wykona¢ dodatkowe rozcieficzenie (przy pomocy rozcieficzalnika do
prébek) i ponownie przeprowadzi¢ analize. Uzyskany w ten sposob wynik nalezy pomnozy¢ zgodnie ze stopniem
dodatkowego rozcienczenia.

Koniugat: Gotowy do uzycia koniugat powinien zosta¢ zuzyty w trakcie 2 tygodni po otwarciu.
Dla dtuzszego przechowywania do daty waznoéci nie zuzyty koniugat rozpipetowac na porcje i zamrozi¢ w -25°C.

Przygotowanie buforu ptuczacego: Dopetnic¢ skoncentrowany (20x) bufor wodg destylowana do 1000 ml (50 ml buforu +
950 ml wody destylowanej). Doktadnie wymieszac. Jezeli w koncentracie wytraca sig krysztaly, powinny rozpuscic¢ sig w
temperaturze pokojowej. Nierozciericzony bufor ptuczacy jest stabilny w temp. 2-8°C do daty podanej na etykiecie. Po
rozcieficzeniu bufor stabilny jest przez okres jednego miesigca w temp. 2-8°C.

STD: standardy (negatywny, cut-off, pozytywny) sa gotowe do uzycia i NIE WOLNO ich rozciericza¢.

6) ZASADA OZNACZANIA
Zobacz 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY - rysunek w angielskiej czesci instrukcii.

7) PROTOKOL TESTU

Wszystkie odczynniki i probki przed wykonaniem testu przenie$¢ do temperatury pokojowej (18-26°C).

Zaznaczy¢ pozycje dla $lepej (blank) / standardéw / prébek na protokole roboczym.

Wyja¢ z aluminiowej torebki odpowiednig ilos¢ dotkéw. Przygotowac przynajmniej jeden dotek na blank. Nieuzywane
dotki schowa¢ do torebki ze $rodkiem osuszajacym i umiesci¢ w temperaturze 2-8°C. Dotki sg stabilne do daty
waznosci podanej na etykiecie.

1. Doda¢ 100 pl standardéw i rozcierczonych prébek do odpowiednich dotkéw, oprécz blanku.

2. Zaklei¢ dofki folig i inkubowaé 1 godzine w 37°C.

3. Odessac ptyn z dotkdw i wyptukac je 4x 250 pl rozcienczonym buforem ptuczacym. Po ptukaniu usunag resztki buforu
poprzez odwrdcenie na bibule i ostukanie dotkdw.

4. Doda¢ 100 pl koniugatu (anty-ludzkie IgG-HRPO) do wszystkich dotkow.

5. Zaklei¢ dotki folig i inkubowa¢ 30 minut w temperaturze pokojowej (18-26°C).

6. Odessa¢ ptyn z dotkow i wyptukac je 4x 250 pl rozciericzonym buforem ptuczacym. Po ptukaniu usunag¢ resztki buforu
poprzez odwrdcenie na bibule i ostukanie dotkdw.

7. Doda¢ 100 pl substratu (TMB) do wszystkich dotkéw.

8. Inkubowac 15 minut w temperaturze pokojowej (18-26°C), w ciemnosci.

9. Dodac 50 pl roztworu hamujgcego do wszystkich dotkdw.

10. Natychmiast odczyta¢ absorbancje przy dtugosci fali 450 nm z filtrem referencyjnym 630 nm (jezeli jest dostepny).

Mozliwe jest uzycie systemu automatycznego, lecz moze wymagac to pewnych modyfikacji. W razie potrzeby prosimy o
kontakt z lokalnym przedstawicielem.

8) OBLICZANIE WYNIKOW

Odja¢ absorbancje blanku od absorbancji probek i standardow.

Obliczy¢ $rednie absorbancje wszystkich probek i standardow.

Absorbancja standardu cutoff odzwierciedla warto$¢ 10 BBU/ml (Biomedica Borrelia Units). Jest to podstawg obliczania
wynikéw.

& OD of the sample

x10=BBU / ml
& OD of the cut off control
8.1.  Kalkulacja jakosciowa dla surowicy/osocza
Wynik dodatni probki o ABS wyZszej od cut-off +10% (= 11 BBU/ml).
Wynik watpliwy probki pomiedzy 9 - 11 BBU/ml. Zaleca sie powtdrzenie z nowo pobrang probka,
Wynik ujemny probki o ABS nizszej od cut-off -10% (< 9 BBU/mI).

8.2.  Kalkulacja ilo$ciowa dla surowicy/osocza

Kalkulacja BBU/ml jest identyczna jak kalkulacja jako$ciowa, punkt 8.1.
Test zachowuije liniowo$¢ w zakresie 5 - 30 BBU/mI. Warto$ci poza tym zakresem sg pétilosciowe.
Ewentualnie, probki z wynikiem >30BBU/ml moga by¢ dodatkowo rozciericzone (przy pomocy rozcierczalnika do probek) i
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ponownie oznaczone. Uzyskany wniki koniecznie nalezy pomnozy¢ przez stopien dodatkowego rozcienczenia.

Nisko dodatni Probki pomiedzy 11120 BBU/m.
Wysoko dodatni Prébki pomiedzy 21 i 30 BBU/ml.
Bardzo wysoko dodatni Prébki powyzej 30 BBU/ml.

8.3.  Kalkulacja jakosciowa dla plynu mézgowo-rdzeniowego

Kalkulacja BBU/mI jest identyczna jak kalkulacja jakosciowa, punkt 8.1.
Wartosci normalne dla PMR: Srednia z 30 prébek PMR wynosi 0,9 BBU/ml.

Brak neuroboreliozy Prébki o wartosciach < 5 BBU/ml
Podejrzenie neuroboreliozy = Prébki o wartosciach > 5 BBU/ml

9) CHARAKTERYSTYKA TESTU
Kryteria waznosci testu:

Blanku ABS musi by¢ < 0,250

Standard ujemny ABS musi by¢ < 0,200 (odjeta warto$¢ préby $lepej)

Standard cut-off AES musi byc przynajmniej dwa razy wyzsza od ABS standardu ujemnego (odjeta warto$¢

préby $lepej)

Standard dodatni glzge;r)]um by¢ przynajmniej dwa razy wyzsza od ABS standardu cut-off (odjeta warto$¢ préby

Reakcje krzyzowe
n Reakcje krzyzowe
Dodatnie w kierunku
X ; 15 0
czynnika reumatoidalnego
Dodatnie w kierunku kity 7 0

Test ten jest oparty na rekombinowanych antygenach. Nie mozna jednak catkowicie wykluczy¢ reakcji krzyzowych z
probkami dodatnimi w kierunku parametréw autoimmunologicznych.

Specyficznos¢ & Czutosc:
Surowica PMR/ptyn mézgowo- rdzeniowy
Czuto$¢ 100% 88%
Specyficznosé 96% 88%
10) PRECYZJA
Wewnatrzoznaczeniowa Dodatnie = Wysoko dodatnie = Miedzyoznaczeniowa Dodatnie = Wysoko dodatnie
) n=8 n=8 . n=12 n=12
Srednia (BBU/mI) 29 43 Srednia (BBU/ml) 29 46
SD (BBU/ml) 2 4 SD (BBU/ml) 2 3
CV (%) 7,6 9,1 CV (%) 6,8 6,6

11) WSKAZOWKI TECHNICZNE
. Nie miesza¢ i nie zastepowa¢ odczynnikéw z zestawu odczynnikami z innych serii lub Zrodet.

. W czasie mieszania odczynnikdw unikaé pienienia.

. Nie wymieniac korkow i zakretek od réznych odczynnikéw. Nie uzywaé¢ odczynnikéw z réznych serii.
. Nie uzywa¢ odczynnikéw po uptywie daty waznosci. Chroni¢ odczynniki przed $wiattem sfonecznym.
. Substrat powinien pozosta¢ bezbarwny do momentu dodania do dotkéw.

12) UWAGI

Wszystkie sktadniki zestawu pochodzenia ludzkiego byty testowane przy pomocy testéw trzeciej generacii przeciwko anty-
HIV I anty-HCV | HBsAg | zostaty okreslone jako ujemne. Pomimo tego nalezy postepowac z nimi jak z materiatem
zakaznym. Odczynniki ptynne zawierajg <0,1 % roztwér Prokliny 950 jako $rodek konserwujacy. Proclin 950 nie jest
toksyczny w stezeniach uzytych w tym zestawie. Moze wywotywac reakcje alergiczna, unika¢ kontaktu ze skora lub
oczami.
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Nie pipetowa¢ ustami.

Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢ | nie uzywaé¢ kosmetykow, w pomieszczeniach gdzie pracuje sie z zestawem.

Unika¢ jakiegokolwiek kontaktu z odczynnikami poprzez uzywanie rekawic.

Kwas siarkowy podraznia oczy | skére. W przypadku kontaktu z kwasem, miejsce kontaktu natychmiast sptuka¢
biezaca woda. Unika¢ kontaktu kwasu ze skéra | blonami sluzowymi. Mozliwe wystapienie podraznien. W przypadku
kontaktu sptuka¢ biezacq woda!

13) LITERATURA
Zobacz 13) LITERATURE w angielskiej czgsci ulotki.
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1) BEVEZETES

A Lyme borreliosis a spirochaete Borrelia Burgdorferi, B.afzellii vagy B.garinii, &ltal okozott bakteridlis fertézés, mely
kiilonbdz4 Klinikai szimptomakkal jellemezhetd. 3 stadiuma van:

1. stadium: korai dermatitis, klinikai elnevezése: erythema migrans.

2. stadium: korai szérodas, klinikai elnevezése: lymphocyta meningoradiculitis (Bannwarth szindréma), neuroborreliosis.
3. stadium, késéi szérodas, klinikai elnevezése: kronikus progressziv encephalomyelitis, acrodermatitis chronica atrophi-
cans (ACA), kronikus arthritis.

A diagnosztikai specificitas javitasa érdekében a Biomedica vizsgalati csikokon év6 mikrolyukakat a kévetkezé
rekombinans antigénekkel vontak be:

. p21 = OspC (outer surface protein C - kiilsé felszini protein C): B. burgdorferi sensu stricto (B31), B. garinii (20047)
. p18: B. afzelii (pKo)

. p100: B. afzelii (pKo)

. VIsE (valtozékony lipoprotein): kilénbdz6 Borrelia genospeciesek

2) AKIT TARTALMA

A mosé puffert kivéve az 8sszes reagens hasznalatra kész. A reagenseket 2-8°C-on taroljuk.
TARTALOM A KIT KOMPONENSEI MENNYISEG
PLATE Mikrolyukakat tartalmazé csikok, térhetéek, szinkodoltak, rekombinans 12 x 8 csik

antigénnel bevonva

STD Standardok: pozitiv (pos), cut-off (c.0.), negativ (neg), hasznélatrakész = egyenként 1 x 1.5 ml
CONJ Konjugatum: nydl anti-human IgG-HRPO, hasznalatra kész 1x14 ml
DIL Mintahigité z6ld szinezékkel, hasznalatra kész 1x 105 ml
SUB Szubsztrat: TMB szubsztrat oldat, hasznalatra kész 1x13ml
WASHBUF Mosé puffer: 20x koncentratumu 1x50 ml
STOP Stoppol6 oldat: kénsav, hasznélatra kész 1x10 ml

3) AKITHEZ MELLEKELT EGYEB ANYAGOK
. 2 dntapad6 mlianyag film

. Quality kontroll lap

. Protokoll lap

. Hasznélati utasitas

4) SZUKSEGES, DE NEM SZALLITOTT FELSZERELESEK

Precizios pipettak 10-1000 pl —es eldobhatt pipettahegyekre kalibralva
Tébbcsatornas pipetta

ELISA leolvasé az abszorbancia 450 nm-en (ill. 450 nm - 630 nm kozotti értéken)
Torténd leolvasasara. Milliméter papir vagy software az eredmények kiszamitasara
A moséshoz lemezmoso6 javasolt

5) A REAGENSEK ES A MINTAK ELOKESZITESE

Mintaelékészités:

A minta lehet szérum vagy plazma (EDTA, citrat, heparin, CPD), amelyet vérvétel utan a leheté leghamarabb el kell
valasztani az alvadéktdl a hemolizis elkerillése érdekében. CSF minta szintén hasznalhaté. Kerdilje a mintak mikrobialis
szennyez8dését. Az oldhatatlan anyagokat az inkubalas el6tt el kell tavolitani a mintabdl. A hé-inaktivalt, ikterikus,
hemolitikus, lipémiés vagy zavaros minték alkalmazasa nem ajanlott.

Figyelmeztetés: Ha a vizsgalatokat nem végzik azonnal, a mintakat legfeljebb 2 hétig tarolhatjuk 2-8°C-on. A mintak
hosszantarté tarolasa -25°C-on vagy ennél alacsonyabb hdmérsékleten megengedett. A mintak ismételt fagyasztasa és
felolvasztasa nem ajanlott a pontatlan eredmények kockazata miatt. Haromnal tébb alkalommal nem szabad a mintat
fagyasztani-felengedni.

Mintahigitas: Higitsuk fel a humanszérumot vagy plazmat 1 + 100 aranyban mintahigitéval (pl. 10 pl minta + 1 ml
mintahigitd), jol keverjiik meg. Higitsuk fel a cerebrospinalis folyadékot 1:3 aranyban (1 + 2) mintahigitoval (pl. 100 pl
minta + 200 pl mintahigito), jol keverjik meg.
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Ha a minta koncentraciéja >30 BBU/ml, akkor a mintahigitoval térténé tovabbi higithatas utan a vizsgalat Ujra elvégezhetd.
A végsb koncentracio kiszamitasahoz, a kapott értéket szorozni kell a megfeleld higitasi faktorral.

Konjugatum: A hasznalatra kész konjugatumot a kinyitasa utan 2 héten belil fel kell hasznalni. A fel nem hasznalt
konjugatumot adagoljuk ki, majd fagyasszuk le a lejarati idé tartamaig -25°C-ra.

A mos6 puffer elékészitése: Higitsuk fel a 20-szoros koncentratumd mosé puffert desztillélt vizzel 1000 ml-re (50 ml
koncentratum + 950 ml desztillalt viz). Jol keverjik meg. Az esetleg megjelend kristalyszemcsék szobahémérsékleten
feloldédnak. A higitatlan WASHBUF mosopuffer 2-8°C fokon tarolva stabil a cimkén jelzett lejarati ideig. A kihigitott
mosopuffer 2-8°C fokon tarolva 1 honapig stabil.

STD: A standardok (negativ, cut-off, pozitiv) hasznalatra készek, nem kell higitani.

6) AZ ASSAY MUKODESI ELVE
Lasd: Angol nyelv(i haszndlati utasitas 6. rész) PRINCIPLE OF THE ASSAY.

7) ASSAY PROTOKOLL

Hasznalat el6tt az sszes reagensnek és mintanak szobahdmérsékletiinek kell lennie (18-26°C).

Jeldljiik be a protokoll lapon a vak, a standard és a minta elhelyezkedését.

Vegyiik ki a mikrotiter csikokat az alufélia zacskobol, legalabb egy lyukat hagyjunk a vak szamara. A fel nem hasznalt
csikokat deszikkanssal tegyik vissza az alufélia zacskdba és tartsuk 2-8°C-on. A csikok a cimkeén feltlintetett lejarati
idén beliil stabilak maradnak.

1. Adjunk 100 I standardot/higitott mintat a megfeleld lyukakba a vaknak kijeldlt lyuk kivételével.

2. Fedjiik be a csikokat a miianyag filmboritoval és inkubaljuk 1 éran &t 37°C-on inkubatorban.

3. Pipettdzzunk és mossuk a lyukakat 4x legalabb 250 pl higitott mosé pufferrel, majd az utolsé mosas utan a lemez
papirtoriilkozé feletti Gitdgetésével tavolitsuk el a moso puffer maradékat.

4. Adjunk 100 I konjugatumot (anti-human IgG-HRPO) mindegyik lyukba.

5. Fedjiik be a csikokat a miianyag filmboritéval és inkubaljuk 30 percig szobah6mérsékleten (18-26°C)

6. Pipettazzunk és mossuk a lyukakat 4x legalabb 250 pl higitott mosé pufferrel, majd az utolsé mosas utan a lemez
papirtorilkozé feletti Gtdgetésével tavolitsuk el a moso puffer maradékat.

7. Adjunk 100 pl szubsztratot (TMB) mindegyik lyukba.

8. Inkubaljuk 15 percig szobahémérsékleten (18-26°C), sotétben.

9. Adjunk 50 pl stoppolé oldatot mindegyik lyukba.

10. Azonnal mérjilk meg az abszorbanciat 450 nm-en, ha lehetséges, 630 nm-es referenciaval.

Automata rendszer hasznélata lehetséges, de van, amikor ehhez médositasok sziikségesek. Amennyiben segitségre van
szilksége, forduljon a cég képviseletéhez.

8) AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

A vak OD értékét vonjuk le a mintak és a standardok OD értékébdl.

Szamoljuk ki az 6sszes minta és standard atlag OD értékét.

A cutoff standard OD értéke 10 BBU/ml -nek felel meg (BBU=Biomedica Borrelia Egység). Ez az eredmények
kiszamitasanak az alapja.

& OD of the sample

x10 =BBU / ml
& OD of the cut off control
8.1. A szérumok/plazmaék qualitativ kiértékelése
Pozitiv eredmény A cutoff érték +10% (= 11 BBU/ml ) folGtti OD értéki mintak esetén.
Hatérérték 9 - 11 BBU/ml értékek kozotti mintak. Ezeket a betegeket U mintaval ismét tesztelni kell.
Negativ eredmény A cutoff érték -10% (< 9 BBU/ml) alatti OD értéki mintak esetén.
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8.2. A szérumok/plazmék kvantitativ kiértékelése

BBU/ml érték kiszamitasa azonos a 8.1-es fejezetben leirt kvalitativ kiértékeléssel.

Ateszt 5 - 30 BBU/mI érték kozott linearis. Az ezen a tartomanyon kivil esd értékek semi-kvantitativak.

Alternativ mddon, ha a minta koncentracioja > 30 BBU/ml, akkor a mintahigitoval torténd tovabbi higithatas utan a
vizsgalat Ujra elvégezhetd. A végsé koncentracio kiszamitasahoz, a kapott értéket szorozni kell a megfeleld higitasi
faktorral.

Gyenge pozitiv 11 és 20 BBU/ml kdzott értékelt mintak
Erésen pozitiv 21 és 30 BBU/ml kézotti értékelt mintak
Nagyon erésen pozitiv 30 BBU/mI folott értékelt mintak

8.3. A cerebrospinalis folyadék kvalitativ kiértékelése

BBU/mI érték kiszamitasa azonos a 8.1-es fejezetben leirt kvalitativ kiértékeléssel.
A CSF normal értékei: 30 CSF minta atlagértéke 0,9 BBU / ml.

Neuroborreliosis negativ. = A mintak értéke <5 BBU / ml
Neuroborreliosis gyanis = A mintak értéke > 5 BBU / ml

9) AZ ASSAY JELLEMZOI
Valid értékek:
Vak Az OD értéknek < 0,250 kell lennie
S’j‘tgﬁzg‘: ’ Az OD értéknek < 0,200 kell lennie (a vak érték levonva)

Cutoff standard | Az OD értéknek a negativ standardnal legalabb kétszer magasabbnak kell lenni (a vak érték levonva).
Pozitiv standard | Az OD értéknek a cutoff standard OD értékénél kétszer magasabbnak kell lennie (a vak érték levonva).

Keresztreakciok
szam Keresztreakciot képez6
reumafaktor-pozitiv 15 1
syphilis-pozitiv 7 0

Ez az ELISA kit rekombinans antigéneket hasznal fel. Ugyanakkor az autoimmun-pozitiv mintakkal torténd
keresztreakciokat nem lehet teljesen kizamni.

Specificitas & Szenzitivitas:

Szérum CSF
Szenzitivitas 100% 88%
Specificitas 96% 88%
10) PRECIZIO
Intra-Assay poz. (n=8) erésen poz. (n=8) | Inter-Assay poz. (n=12) erésen poz. (n=12)
Atlag (BBU/ml) 29 43 Atlag (BBU/ml) 29 46
SD (BBU/MI) 2 4 SD (BBU/mI) 2 3
CV (%) 76 9,1 CV (%) 6,8 6,6

11) TECHNIKAI MEGJEGYZESEK
. Ne keverjlik vagy helyettesitsiik a reagenseket masik LOT-tal rendelkezd kitbdl vagy egyéb forrasbdl.

. A reagensek keverése kdzben kerdljlik a habosodast.

. Ne keverjiik Gssze a kiilonboz6 reagensek zarokupakjat, fedelét ill. ne hasznaljuk kiilonboz6 LOT-ok reagenseit.
. Ne hasznéaljuk a reagenseket a lejarati idon tal. Ovjuk a reagenseket a napfénytél.

. A szubsztrat oldatnak szintelennek kell maradnia, mig hozza nem adjék a lemezhez.

12) ELOVIGYAZATOSSAGOK

A teszt minden human eredetli komponensét HIV, HCV és HBsAG antitesteket kimutaté 3-ik generacids teszttel
megvizsgaltak, és negativaknak talaltak. Ugyanakkor ugy kell ezeket kezelni ill. alkalmazni, mintha fert6zéek lennének. A
folyékony reagensek <0.1% mennyiségben Proclin 950-at tartalmaznak tartositészerként. A Proclin 950 a kithez hasznalt
koncentracidban nem toxikus. Allergias bérreakciokat okozhat, ne keriljon a bdrre vagy a szembe.
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Ne pipettazzunk szajjal.

Ne egyiink, igyunk, ne doh&nyozzunk és ne hasznaljunk kozmetikumokat azon a helyen, ahol dolgozunk.

Keszty(i hasznalataval keriiljiik a reagensekkel val6 érintkezést.

A kénsav irritélja a szemet és a bért. Oblitsiik le vizzel, ha bérre, szemre keriilt. Vigyazzunk, ne keriiljon bérre vagy
nyalkahartyara. Irritaciok kialakulasa lehetséges — Ha bdrre vagy nyalkahartyara kerdilt, 6blitstik le vizzel!

13) IRODALOM
Lasd: Angol nyelvii hasznélati utasitas 13. rész) LITERATURE.
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SYMBOLS

Expiry date / Verfallsdatum / Date de péremption / Data di scadenza /Fecha de caducidad / Data de
validade / Uiterste gebruiksdatum / Udlebsdato / Utgangsdatum / Termin Waznosci / Lejarati idd /
Doba exspiracie / Doba exspirace

Consider instructions for use / Bitte Gebrauchsanweisung beachten / Consultez la notice
d'utilisation / Consultare le istruzioni per I'uso / Consulte las instrucciones de utilizacién / Consulte
as instrugdes de utilizagdo / Raadpleeg de gebruiksaanwijzing / Se brugsanvisningen / Las
anvisningarna fére anvéandning / Prosze przeczyta¢ instrukcje wykonania / Vegyiik figyelembe a
hasznalati utasitasban foglaltakat / Postupujte podla pokynov na pouZitie / Postupujte dle navodu k
pouziti

In vitro Diagnostic Medical Device (for in Vitro Diagnostic Use)/ In vitro Diagnostikum (zur In-vitro-
Diagnostik) / Dispositif médical de diagnostic in vitro (Pour usage diagnostique in vitro) / Dispositivo
medico per diagnostica in vitro (per uso diagnostico in vitro) / Dispositivo médico de diagnéstico in
vitro (para uso diagnéstico in vitro) / Dispositivo médico para diagnéstico in vitro (Para utilizagéo de
diagndstico "in vitro") / Medisch hulpmiddel voor diagnostiek in vitro (Voor diagnostisch gebruik in
vitro) / Medicinsk udstyr il in vitro-diagnostik (Udelukkende til in vitro diagnostisk anvendelse) /
Medicinteknisk produkt avsedd for in vitro-diagnostik (Fér in vitro-diagnostiskt bruk) / Wyréb
medyczny do Diagnostyki In Vitro / In vitro orvosdiagnosztikai termék / In vitro diagnosticky
zdravotnicky material (uréené pre diagnostiku ,in vitro®) / In vitro diagnosticky zdravotnicky materiél
(urceno pro diagnostiku ,in vitro®)

Lot-Batch Number / Charge-Chargennummer / Lot-Code du lot / Lotto-Numero di lotto / Lote-Cédigo
de lote / Lote-Cddigo do lote / Lot-Partijnummer / Lot-Batchkode / Lot-Satskod / Numer serii / Lot-
Batch sz&m / Cislo Sarze / Cislo 3arze

Manufactured by / Hergestellt von / Fabriqué par / Prodotto da / Fabricado por / Fabricado por /
Vervaardigd door / Fabrikation af / Tillverkad av / Wyprodukowane pr / Gyartotta / Vyrobené /
Viyrobeno

Catalogue Number / Bestellnummer / Numéro de référence / Numero di riferimento / Nimero de
referencia / Numero de referéncia / Referentienummer / Referencenummer / Katalognummer /
Numer katalogowy / Katalogusszam / Katalogové Cislo / Katalogové ¢islo

Store at between / Lagerung bei zwischen / Conserver a entre / Conservare a tra / Conservar a
temp. entre / Armazene a entre / Bewaar bij tussen / Opbevares mellem / Forvaras vid /
Przechowywa¢ w / Taroljuk ...... kézott / Skladujte v rozsahu / Skladujte v rozmezi

Contains sufficient for x tests / Inhalt ausreichend fiir x Tests / Contient suffisant pour x tests /
Contenuto sufficiente per x test / Contiene suficiente para x pruebas / Contém suficiente para x
testes / Bevat voldoende voor x bepalingen / Indeholder tilstraekkeligt il x prever / Innehallet racker
ill x analyser / Zawarto$¢ na x testow / Tartalma X teszt elvégzésére elegendd / Obsahuje materil
pre x testov / Obsahuje material pro x testl
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BI-21032 ANTIBORRELIA IgG

ASSAY PROTOCOL AND CHECKLIST

Bring all reagents to room temperature (18-26°C).

Prepare reagents and samples as instructed.

Bring unused and prepared components to the storage temperature mentioned in
the package insert.

Take microtiter strips out of the alu bag and mark positions on the protocol sheet.

1. Add 100 pl STD/SAMPLE (standard/ diluted sample) into each well, except
blank.

2. Cover tightly and incubate for 1 hour at 37°C.

3. Aspirate and wash wells with at least 250 ul WASHBUF (Wash buffer) four
times. Remove remaining buffer by hitting plate against paper towel.

4. Add 100 ul CONJ (Conjugate) into each well.

5. Cover tightly and incubate for 30 minutes at room temperature.

6. Aspirate and wash wells with at least 250 pul WASHBUF (Wash buffer) four
times. Remove remaining buffer by hitting plate against paper towel.

7. Add 100 pl SUB (Substrate) into each well.

8. Incubate for 15 minutes at room temperature (18-26°C), in the dark.

9. Add 50 ul STOP (Stop solution) into each well. Swirl gently.

10. Read Optical Density at 450 nm with reference 630 nm, if available.
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