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1.  Ucgel pouziti
Borrelia afzelii+VISE 1gG ELISA (kmen PKo) slouzi jako orientaCni test (screeningovy test) k semikvantitativnimu a
kvalitativnimu ddkazu protilatek 1gG proti Borrelia burgdorferi sensu lato v lidském séru a je souasné vhodné provést
paralelnim vyzkumem parQ séra a liquoru kvantitativni dikaz vlastnich ZNS protilatkovych syntéz 1gG a IgM.

2. Princip testu
Protilatka hledana v lidském séru tvofi s antigenem fixovanym na mikrotitracni desti€ce imunokomplex. Nenavéazané
imunoglobuliny se vymyji. Na tento komplex se navaze enzymovy konjugat. Nenavazané imunoglobuliny se opét vymyji.
Po pridani substratového roztoku (TMB) vznikne enzymovou aktivitou (peroxidaza) modré barvivo, jez se po pfidani
zastavovaciho roztoku zméni na Zluté.

3. Obsah

3.1 Obsah (Testovaci souprava IgG)
1. 1 mikrotitrani desticka, skladajici se z 96 jednotlivych oddélitelnych jamek potazenych antigenem, lyofilizované
2. Redici pufr PBS (modry, ihned pouZitelny) 2 x 50ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20
3. Promyvaciroztok PBS (20x koncentrovany) 50ml, pH 7,2, s konzerva¢ni latkou a tween 20
4. 1gG negativni kontrola, 2000yul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
5. 1gG hranicni kontrola, 2000pl, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervac¢ni latkou, ihned pouzitelné
6. 1gG pozitivni kontrola, 2000ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
7. 1gG konjugéat (anti-human), 11ml, (ov€i nebo ostrucha kfivocard)-kien-peroxidaza-konjugat s proteinovymi stabilizatory

a konzerva€nim prostfedkem v THAM, pfipraveny k pouZiti

8. Substratovy roztok tetrametylbenzidin (3,3,5,5 TMB), 11ml, ihned pouzitelné

9. Zastavovaciroztok citrat, 6ml, obsahuje smés kyselin

3.2 Obsah (standardni roztok IgG)

Standardy IgG Borrelia ELISA ke kvantifikaci koncentrace protilatek specifickych k bacilu, 4 lahvi€ky & 1000 pl, lidské
sérum se stabilizatory proteinl a konzervacnim prostiedkem, pripravené k pouZziti, 100 wME; 25 wME; 6,2 WME; 1,5 wWME
(WME = svévolné stanovené mérné jednotky)

4. Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pfipravenych k pouZziti
Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Doba pouzitelnosti jednotlivych reagencii je vyznaCena na pfisluSném Stitku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedena v Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stripli v uzavieném sacku.se
susidlem pfi teplot& 2 - 8°C. Cinidla ihned po pouZiti uskladnéte opét pi teploté 2 - 8°C.
2. Konjugat a substratovy roztok TMB jsou citlivé na svétlo a musi byt skladovany ve tmé.
Pokud by se substratovy roztok zabarvil, musi byt zlikvidovan.
3. Odebirejte pouze takové mnozstvi konjugatu, resp. TMB, jez je potfeba pro dané testovani. V pfipadé, Ze jste odebrali
prilis§ velké mnoZstvi konjugétu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.
Materiél Stav Skladovani Stabilita
ZkuSebni vzork zfedény +2 az +8°C max. 6h
Y nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovéani v sou€asné
mikrotitracni destiCka po otevieni dodaném sacku s vysouSecim 3 mésice
séckem)
revmatoidni faktor - nezifedény, po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
absorbent zfedény +2 az +8°C 1 tyden
konjugat po otevieni +2 az +8°C (chrarite pfed svétlem) 3 mésice
tetram?}rhh%g))e nzidin po otevieni +2 az +8°C (chrarite pfed svétlem) 3 mésice
zastavovaci roztok po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
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po zfedéni (pfipraveny k

pouZiti) +2 az +25°C 4 tydny

5. Bezpecnostni opatfeni a varovna upozornéni

1.  Jako kontrolni séra se pouzivaji pouze takovéa séra, kter4 byla testovana a shledana negativnimi na protilatky proti
HIV1, HIV2, HCV a antigen HBsAg . Pfesto by mély byt vSechny vzorky, zfedéné vzorky, kontroly, konjugaty a
mikrotitracni stripy povazovany jako potencialné infekéni material a podle toho by s nimi mélo byt opatrné zachazeno.
Pro préaci v laboratofi plati prislusné smérnice..

2. Soutasti obsahujici konzervaéni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB plisobi drazdivé na kdzi, o&i a sliznice.

PFi kontaktu postizena mista ihned omyjte pod tekouci vodou a pripadné vyhledejte 1ékare.

3. Likvidace pouzitych materiald probiha podle pfislusnych smérnic platnych v dané zemi.

6. DalSi potfebny material (neni soucasti dodavky)

Destilovana/demineralizovanéa voda

Vicekanélova pipeta 50pl, 100pl

Mikropipety: 10pl, 100ul, 1000pul

Zkumavky

Utérky z buni€iny

Vicka na desticky ELISA

Odpadkové koSe na infekéni material

Ruc¢ni nebo automatickd promyvacka ELISA mikrotitracnich desticek

Mikrofotometr na mikrotitracni desticky s filtrem 450/620nm (Délka referenéni viny 620-690nm)
Inkubator

© 0N OAwWDNPRE

N
©

7. Testovani

Predpokladem pro ziskani spravnych vysledk( je pfesné dodrZovani pracovniho predpisu firmy VIROTECH Diagnostics.

7.1 Testovany material
Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni ddlezity druh antikoagulancii), i kdyZ v tomto pfibalovém
letdku je zminéno pouze sérum.
Zfedéni pacient(l pouzivejte vzdy Gerstva.
Pro pripad del$iho skladovani je tfeba tato séra zmrazit. Zamezte opakovanému zamrazeni-rozmrazeni .
1. PouZivejte pouze Cerstva, nikoli inaktivovana séra.
2. Nepouzivejte hyperlipidemické, hemolytické, mikrobialné kontaminované vzorky a zkalena séra (faleSné
pozitivni/negativni vysledky).

7.2 Pfiprava reagencii
Diagnostika VIROTECH Diagnostics System nabizi vysoky stupen flexibility tim, Ze umoZzfuje nasazeni pufru k fedéni a
promyvéani, TMB, citratového roztoku k ukonCeni reakce, jakoZ i konjugatu pro vSechny Sarze a parametry. Kontroly k
okamzitému pouziti (pozitivni kontroly, cut-off kontroly, negativni kontroly) jsou specifické pro charakteristické hodnoty a
pouzivaji se_vyhradné s Sarzi desti€ek uvedenou v certifikatu kontroly kvality.
1. Inkubator nastavte na teplotu 37°C a pred zapocetim inkubace zkontrolujte, zda bylo této teploty dosazeno.

2. Baleni s testovacimi stripy miZete oteviit az v dobg, kdy jsou jiZz viechna ¢inidla temperovana na pokojovou teplotu .

3. VSechny tekuté reagencie pfed upotfebenim dobfe protiepte.

4. Koncentrat praciho roztoku dopliite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystali koncentratu tento koncentréat
pfed zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pfed pouzitim zatfepejte).

7.3 Provedeni testu ELISA VIROTECH
1. Do oznaCenych jamek napipetujte 100ul zfedovaciho pufru na vzorek ( blank, slepa hodnota), negativni kontroly,
hraniéni kontroly a pozitivni kontroly IgG, a nafedénych sér pacienta. Doporuujeme pouzit vzdy dvé jamkyt ( slepa
hodnota, kontroly a séra pacientd; hraniéni kontrola je vzdy ve dvou jamkéach.. Pracovni ziedéni sér pacienta : 1+100;
napr. 10ul sérum + 1ml zfedovaciho pufru.
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2. Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pri teploté 37 °C ( desticka se zakryje vickem).

Po ukon€eni inkubace se jamky promyji Ctyfikrat promyvacim roztokem 350 - 400ul na kazdou jamku. Promyvaci
roztok nenechte stat v jamkach a posledni zbytky kapaliny odstrante vyklepanim na absorbujici podlozku.
Napipetujte 100ul konjugatu do vSech jamek.

Inkubace konjugétu: po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C (prikryto).

Po Inkubaci konjugétu nasleduje ¢tyfnasobné promyti (viz bod 3).

Napipetujte 100ul substratového roztoku TMB do kazdé jamky.

Inkubace roztoku substratu: 30 min. pfi teploté 37°C (se zakrytim, uloZeni v temnu).

© © N g A

Reakce substratu se zastavi citratovym stop roztokem: napipetuje se do vSech jamek po 50ul. DestiCku opatrné a
peclivé protfepte poklepanim se strany tak, aby se kapaliny zcela promichaly a obsah jamek je rovhomérné Zzluté
zabarven.

10. Zmeérfte absorbance pfi 450/620nm (Délka referencni viny 620-690nm). Fotometr nastavte tak, aby OD slepé hodnot y
byl 0 odeéteno od  absorbanci kontrol a vzorkd.. Fotometrické mé&feni by mé&lo byt provadéno do doby jedné hodiny po
pfidani zastavovaciho roztoku.

ISchéma provedeni testu viz posledni stranu|

7.4 PouZiti analyzator( ELISA

V3echny testy ELISA VIROTECH Diagnostics mohou byt zpracovavany pomoci procesord ELISA. UZivatel je povinen provést

pravidelnou validaci pfistrojd.

VIROTECH Diagnostics doporu€uje nasledujici postup:

1.  P¥i poskytnuti pfistrojd, resp. vétich opravach Vaseho procesoru ELISA doporu¢uje VIROTECH Diagnostics validaci
pristroje podle parametrd stanovenych vyrobcem pfistroje.

2.V souvislosti s tim je doporucovano analyzatoru ELISA prfekontrolovat a pfezkouSet pomoci valida¢ni sady
(EC250.00). Prekontrolovani pomoci validacni sady by mélo byt provadéno minimalné jednou za €tvrt roku.

3.  Prfi kazdém testovacim béhu museji byt spinéna kritéria propusténi do obéhu v souvislosti s Certifikatem o kontrole
kvality k prisluSnému vyrobku.

Tento postup zaruci bezvadnou funkci vaSeho procesoru ELISA a navic slouZi k zajisténi kvality laboratore.

8. Vyhodnocenitest(

lhned pouzitelné kontroly slouzi pro semikvantitativni stanoveni specifickych 1gG protilatek, jejichz koncentrace je uvadéna v
jednotkach VIROTECH (=VE). Vykyvy podminéné testovanim jsou vyrovnavany vypoctovou metodou, ¢imz je dosahovéana
vysoka reprodukovatelnost. Pro vypocet VE pouZijte stfedni hodnoty nebo OD-hodnoty.

8.1 Kontrola funk€nosti testu
a) Hodnoty optické density
OD-hodnota slepého vzorku musi byt <0,15.
Hodnoty optické density negativnich kontrol by =~ mély byt nizSi nez hodnoty optické density uvadéné v certifikatu
o kontroly kvality, hodnoty optické hustoty pozitivnich kontrol i cut off kontrol by se mély nachazet nad hodnotami optické
hustoty uvadénymi v Certifikatu o kontrole kvality.
b) Jednotky VIROTECH (VE)
Jednotky VIROTECH (VE) cut off kontrol jsou definovany 10 VE. Vypoctené VE pozitivnich kontrol by se mély pohybovat uvnitf
rozmezi uvadénych v certifikatu o kontrole kvality.
Pokud nejsou pozadavky (hodnoty optické hustoty, VE) splnény, musi byt test opakovan.

8.2 Vypocet jednotek VIROTECH (VE)
Absorbance slepé (450/620nm) musi byt od vSech absorbanci odectena.
e OD pozitivni kontrola
VE pozitivni kontrola = P —— x10
hraniéni Ini
OD vzorek
VE vzorek =————x10
hranicni ieni
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8.3 Schéma vyhodnoceni IgG
Vysledek (VE) Posouzeni
<9,0 negativni
9,0-11,0 hrani¢ni hodnoty
>11,0 pozitivni

1. Pokud se naméfené VE vzorku nachézeji nad hrani¢nimi hodnotami uvadéného rozmezi, povazuji se natyto vzorky za
pozitivni.

2. Pokud se naméfené VE vzorku nachézeji vrozmezi hranicnich hodnot ( Seda zéna), vzorky se berou jako hrani¢ni.
Doporuc€uje se tyto vzorky opakované testovat z nového odbéru. Pro bezpecné prokazani infekce je zapotfebi urcit obsah
protilatek ve dvou vzorcich séra. Jeden vzorek séra by mél byt podroben testu bezprostfedné po zacatku infekce, druhy
05 az 10 dni pozdgji (tzv. rekonvalescentni sérum). Koncentrace protilatek obou vzorkd musi byt zjistovany paralelng, tj.
v jedné testovaci varce. Korektni diagnéza na zakladé vyhodnoceni vysledku testu jediného vzorku neni mozna.

3. Pokud jsou naméfené hodnoty mensi nez hrani¢niho rozmezi, nejsou ve vySetfovaném vzorku pfitomné zadné
antigenspecifické protilatky. Vzorky se povazuji za negativni.

8.4 Limity testu

1. Interpretace sérologickych vysledkl by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologicka data a eventualné dal3i
laboratorni nélezy, jez jsou k dispozici.

2. Kfizova reakce mezi Borrelia a jinymi spirochetami mlize vést k nespravnému pozitivnimu vysledku. Séra od pacientl s
néasledujicimi infekce mohou vyvolavat kfizovou reakci: syfilis (Treponema pallidum), frambézie (Treponema pertenue),
rekurentni horecka (Borrelia spez.) a leptospirzy (Leptospiren spez.). Pravé tak mize dojit ke kiizovym reakcim u
herpetickych onemocnéni (CMV, HSV, Parvovirus), viz (12), (13).

3.V prlbé&hu infekce EBV (infek&ni mononukle6zy) midze dojit k nespecifickému tvofeni anti-boreliéza-protilatek, predevsim
tfidy IgM (12, 13).

4. Borrelia afzelii + VISE IgG ELISA je vyhledavaci (screeningovd) zkuSebni metoda s maximalni diagnostickou citlivosti a
spolehlivosti. Pro zajisténi vysledkd s hraniéni hodnotou popt. pozitivnich vysledkd se musi provadét ovéfovaci zkouska
odpovidajici 2-stupfiové diagnostice (Line Immuno-Assay/W estern Blot).
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10. Schéma provedeni testu (Testablaufschema)

Priprava vzork(l a promyvaciho roztoku

V¥ Promyvaci roztok : koncentrat doplnit dest./ demin. vodou na 1|

V zfedéni Vzorky IgG

1:101

napr.:

10 pl séra/plazmy + 1000 pl fediciho roztoku na vzorek
(Fedici roztok na vzorek se pouziva pfimo)

Schéma testu

inkubace vzorku

4 x promyt

inkubace
s konjugatem

4 x promyt

inkubace
se substratem

Zastaveni reakce
stop roztokem

zmeéf¥it absorbanci

po dobu 30 minut
pfi teploté 37°C

po dobu 30 minut
pfi teploté 37°C

po dobu 30 minut
pfi teploté 37°C ve tmé

100 pl zfedéného vzorku
100 pl kontrol

blank (Fedici roztok na vzorek )

400 pl promyvaciho roztoku
po skonceni promyvani oklepat

100 pl konjugatu
19G

400 pl promyvaciho roztoku
po skonceni promyvani oklepat

100 pl substréatu

50 pl stop roztoku

opatrné poklepat

mikrofotometr pfi

450/620nm
(Délka referencni viny 620-690nm)
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