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1.

Verwendungszweck

Der VIROTECH Borrelia IgM ELISA dient als Suchtest (Screening-Test) dem semiquantitativen und qualitativen Nachweis von
IgM Antikdrpern gegen Borrelia burgdorferi sensu lato im Humanserum und ist gleichzeitig geeignet, durch
Paralleluntersuchung von Serum-Liquor-Paaren den quantitativen Nachweis von ZNS-eigenen IgG- und IgM-
Antikdrpersynthesen zu fuhren.

Diagnostische Bedeutung

Die Lyme-Borreliose ist eine systemische Erkrankung, die durch eine Infektion mit der Spirochate Borrelia burgdorferi
hervorgerufen wird (1,2). Die Ubertragung der Spirochéte auf den Menschen erfolgt durch den Stich einer infizierten Zecke. In
Europa wurde die Zecke Ixodes ricinus als der Hauptvektor (5) identifiziert. Momentan sind fur Europa mindestens drei
humanpathogene Borrelia burgdorferi Species beschrieben, die unter dem Begriff Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.)
zusammengefalt werden: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii und Borrelia afzelii (3,5,6)

Bei der Lyme-Borreliose handelt es sich um eine in Stadien ablaufende Multisystemerkrankung mit vorwiegender Beteiligung
der Haut, der Gelenke und des Nervensystems. Wegen der groBen Spannweite der auftretenden klinischen Manifestationen,
ist die Diagnose der Lyme-Borreliose schwierig (5). Differentialdiagnostisch bedeutsam ist u.a. die Abgrenzung gegeniiber
verschiedenen dermatologischen (z.B.: B-Zell-Lymphom der Haut, Lupus erythematodes), neurologischen (z.B.: Multiple
Sklerose) und internistischen (z.B.: Arthritis, Karditis) Erkrankungen (15).

Die serologische Diagnostik der Lyme-Borreliose wird u.a. durch folgende Faktoren erschwert:

e eine negative Serologie schliel3t — besonders in den frihen Stadien — eine Lyme-Borreliose nicht aus. Das Erythema
migrans (Primarstadium) ist sogar in etwa 50% der Félle seronegativ (14)

e die Bildung von IgM-Antikdrper kann ganz ausbleiben

e IgM-Antikorper kdnnen uber viele Monate persistieren (10,11)

e  IgG-Antikdrper kdnnen auch Jahre nach einer klinischen Remission noch nachweisbar sein (10,11)

e es wurden Kreuzreaktionen mit anderen Mikroorganismen beobachtet (8,13). Eine wichtige Rolle nehmen dabei
bakteriell bedingte Erkrankungen wie Syphilis und Herpes-Virus-Infektionen (insbesondere EBV) ein (12). Falsch
positive Antikérperantworten kénnen auch bei Vorhandensein von Autoimmun-Antikérpern auftreten (13).

Die Aufgabe der Lyme-Borreliose-Serologie besteht in der unterstiitzenden Abklarung eines klinisch begriindeten Verdachts.
Dabei kann die Lyme-Borreliose-Serologie wichtige Informationen iber Seronegativitat liefern oder den Verdacht auf das
Vorliegen einer frischen Infektion sowie einer fortgeschrittenen Infektion erharten. Ein positiver Antikdrperbefund muR3 aber
unbedingt im Zusammenhang mit dem klinischen Bild beurteilt werden (14).

Es wird empfohlen, die Lyme-Borreliose-Serologie in zwei Stufen durchzufiihren (16). In der ersten Stufe werden die zu
untersuchenden Proben mit einem sensitiven Suchtest befundet (die MiQ12/2000 empfiehlt als Suchtest einen ELISA
einzusetzen). Grenzwertige und positive Seren werden anschlieRend in einem Bestatigungstest (Line Immuno Assay/Western
Blot) weiter untersucht. Die Analyse im Westernblot ermdglicht die spezifische Analyse der gegen einzelne Errergerantigene
gerichteten Antikdrperantwort.

Als neuste Entwicklung stehen jetzt auch in vivo-exprimierte Antigene fir die Diagnostik zur Verfigung. Das besondere an
diesen Antigenen ist, dass sie von den Borrelien erst im infizierten S&augetierwirt (Mensch) in vivo exprimiert werden.
Herausragend unter diesen neuen in vivo-exprimierten Antigenen ist das Genospezies Ubergreifende Protein VISE (17, 18,
19). Dieses ist inshesondere in der IgG-Serologie ein zweiter Fruhmarker neben OspC. Hier hat sich in Untersuchungen
gezeigt, dass bei frihen Borreliosen neben dem OspC im IgM auch das VISE im 1gG haufig zu finden ist, und dass so die
Sensitivitat in der Diagnostik der frihen Lyme-Borreliosen entscheidend gesteigert werden kann.

Neuroborreliose
Im Rahmen einer Borrelioseinfektion bezeichnet man Symptome, die das Nervensystem betreffen, als Neuroborreliose. 10-
15% der Patienten mit Borreliose entwickeln eine Neuroborreliose. Diese tritt im Mittel finf Wochen nach dem Zeckenstich
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auf. Bei Patienten mit Neuroborreliose kann die klinische Verdachtsdiagnose durch entziindliche Liquorveranderungen und
den Nachweis einer borrelienspezifischen intrathekalen Antikdrpersynthese bestatigt werden. Die intrathekale spezifische
Antikodrper-Produktion wird durch die Bestimmung des Antikdrper-Index nachgewiesen. Die B. afzelii-spezifische intrathekale
Antikdrperproduktion entwickelt sich bei unbehandelten Patienten in der 2. Krankheitswoche, ist nach 3 Wochen bei etwa 75%
der Patienten nachweisbar und nach 8 Wochen bei tiber 99% der Patienten. Bei Patienten mit Symptomen tber einen Zeitraum
von mehr als 2-3 Monaten schlief3t ein negativer Borrelien-Antikdrper-Test die Mdglichkeit einer Neuroborreliose fast aus. Der
positive Nachweis borrelienspezifischer Antikdrper allein weist keine aktive Infektion mit Borrelia afzelii nach. Umgekehrt kann
in der frihen Phase einer Borrelieninfektion — insbesondere bei friihzeitiger antibiotischer Behandlung — die Borrelienserologie
negativ sein (9). Bei einer akuten Neuroborreliose kann unter Umstanden die 1gG-Synthese unterbleiben, so dass nur IgM-
Antikorper zu finden sind (20).

Bei dem eingesetzten Antigen handelt es sich um eine Mischung aus dem fir Europa empfohlenen B. afzelii Stamm PKo
(urspriinglich isoliert aus menschlicher Erythema migrans Lesion in Deutschland), dem B. garinii Stamm PBr (urspriinglich
isoliert aus der Zerebrospinalflissigkeit eines Neuroborreliose Patienten in Deutschland), und dem B. burgdorferi Stamm ZS7
(urspriinglich isoliert aus einer infizierten Zecke in Deutschland).

Stamm Antigen Beschreibung Aufreinigung Spezifitat der
Antigene
Borrelia Lysat Antigen Bakterielles Zelllysat, enthalt alle | Rohzellextrakt in sensitiv
afzelii PKo nativen Antigene Phosphatpuffer
Borrelia Lysat Antigen Bakterielles Zelllysat, enthalt alle | Rohzellextrakt in sensitiv
burgdorferi nativen Antigene Phosphatpuffer
ZSs7
Borrelia Lysat Antigen Bakterielles Zelllysat, enthalt alle | Rohzellextrakt in sensitiv
garinii PBr nativen Antigene Phosphatpuffer
3. Testprinzip
Der im Humanserum gesuchte Antikdrper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-Konjugat.
Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Substratlésung (TMB)
entsteht durch Enzymaktivitat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplésung nach Gelb umschlagt.
4.  Packungsinhalt

4.1 Packungsinhalt (IgM Testkit)

1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitaten, lyophilisiert
PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig), 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
PBS-Waschlésung (20x konzentriert), 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20

IgM negative Kontrolle, 2000ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM cut-off Kontrolle, 2000ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM positive Kontrolle, 2000ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
IgM-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig

Tetramethylbenzidin-Substratlésung (3,3",5,5TMB), 11ml, gebrauchsfertig

9. Citrat-Stopplésung, 6ml, enthalt ein Sauregemisch

No o MwDdNE

4.2 Packungsinhalt (IgM Liquor-Standards)

Borrelia IgM Liquor/CSF Standards zur Quantifizierung erregerspezifischer Antikdrperkonzentrationen, 4 Flaschchen a
1000 pl, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig, 100WwME; 25wME; 6,2wME;
1,5wME (WME = willkUrliche Messeinheiten)
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5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-
Haltbarkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit
Trockenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.

2. Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und mussen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratldsung, so ist diese zu verwerfen.

3. Nur die fur den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel
entnommenes Konjugat bzw. TMB darf nicht zurtickgefiihrt werden, sondern ist zu verwerfen.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben verdu?nt *+2 b?s +8°C max. 6h
unverdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate

- +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten

MTP nach Offnen Beutel r$1it '?’rockgnmittelt?eutel) 3Monate
unverdinnt, nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
RF Sorbo Tech verdiinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschldsung nach Offnen _ +2 pis +8°C 3Monate
endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen

6. Vorsichtsmallnahmen und Warnhinweise

1.  Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdinnte Proben, Kontrollen, Konjugate und die
Mikrotiterstreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden. Es gelten
die jeweiligen Richtlinien fir Laborarbeiten.

2. Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopplésung und TMB, wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimhé&ute. Bei Beruihrungen die betroffenen Korperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und
eventuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

7.  Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

Aqua dest./demin.

Mehrkanalpipette 50pl, 100pl

Mikropipetten: 10pl, 100pl, 1000pl

Reagenzglaser

Zellstofftucher

Abdeckung fur ELISA-Platten

Abfallbehéalter fur infektioses Material

ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fir Mikrotiterplatten

Spektralphotometer fur Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
Brutschrank

© ® N U A~ ®NPE

N
©

8. Testdurchfuhrung SERUMDIAGNOSTIK

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir das Erzielen korrekter Ergebnisse.
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8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwahnt ist.
Patienten-Verdiinnungen immer frisch ansetzen.
Fur eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.
1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
2. HyperlipAmische, hamolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch
positive/negative Ergebnisse).

8.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Maf3 an Flexibilitéat durch die Moglichkeit, Verdiinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargenlbergreifend einzusetzen. Die
gebrauchsfertigen Kontrollen (positive Kontrolle, cut-off Kontrolle, negative Kontrolle) sind parameterspezifisch und
ausschlieRlich mit der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Plattencharge zu verwenden.

Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Giberzeugen.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.

Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schitteln).

5.  Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kénnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikérpern stéren und zu falsch
positiven bzw. falsch negativen Ergebnissen fihren. Fur eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die
Seren mit VIROTECH RF-SorboTech (Adsorptionsmittel) vorzubehandeln. Bei IgM-Kontrollen entféllt die
Voradsorption.

PN e

8.3 VIROTECH ELISA Testdurchfihrung
1. Pro Testansatz 100pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der negativen, cut-off und der positiven
IgM-Kontrolle, sowie der verdiinnten Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen Doppelansatz (Leerwert,
Kontrollen und Patientenseren); bei der cut-off Kontrolle ist ein Doppelansatz zwingend notwendig. Arbeitsverdiinnung
der Patientenseren: 1+100; z.B. 10ul Serum + 1ml Verdiinnungspuffer.
2. Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fur 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).
Beenden der Inkubationsperiode durch 4 maliges Waschen mit je 350-400pl Waschlésung pro Kavitat. Waschlésung
nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage
entfernen.
100pl des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.
Inkubation der Konjugate: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).
Beenden der Konjugatinkubation durch 4 maliges Waschen (siehe Pkt. 3).
100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratldsung in jede Kavitat pipettieren.
Inkubation der Substratldsung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).
Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50ul Citrat-Stoppldsung pipettieren. Die Platte vorsichtig und
sorgfaltig schitteln bis sich die Flissigkeiten vollstéandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar

w
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wird.

10.  Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, daR der gemessene
Leerwert von allen anderen Extink-tionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stoppldsung durchgefiihrt werden.

Testablaufschema siehe letzte Seite]
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8.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren

Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist

verpflichtet eine regelméRige Geratevalidierung durchzufihren.

VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:

1. Bei Geratestellung bzw. gréReren Reparaturen Ihres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die
Validierung des Gerates gemal den Vorgaben des Gerateherstellers vorzunehmen.

2. Es wird empfohlen, anschlieBend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberpriifen. Diese
regelmaRige Uberprifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiihrt werden.

3. Beijedem Testlauf missen die Freigabekriterien des Qualitéatskontrollzertifikates zum Produkt erfullt werden.

Diese Vorgehensweise gewahrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dariiber hinaus der

Qualitatssicherung des Labors.

9. Testauswertung SERUMDIAGNOSTIK

Die gebrauchsfertigen Kontrollen dienen einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer IgM-Antikorper, deren
Konzentration in VIROTECH Einheiten (=VE) angegeben wird. Durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen werden
Uber die Berechnungsmethode ausgeglichen und es wird damit eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht. Fir die Berechnung
der VE werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

9.1 Testfunktionskontrolle
a) OD-Werte
Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein.
Die OD-Werte der negativen Kontrolle sollten unterhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrolle sowie der cut-off Kontrolle sollten oberhalb der im Qualitétskontrollzertifikat angegebenen OD-
Werte liegen.
b) VIROTECH Einheiten (VE)
Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrolle sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrolle sollten
innerhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Bereiches liegen.
Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erfiillt, so ist der Test zu wiederholen.

9.2 Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)
Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muf3 von allen Extinktionen abgezogen werden.

VE (positive Kontrolle) = OD (positive Kontrolle) 10
OD (cut-off Kontrolle)
VE (Patientenserum) = OD (Patientenserum)
OD (cut-off Kontrolle)
9.3 Auswertungsschema IlgM
Ergebnis (VE) Beurteilung
<9,0 negativ
9,0-11,0 grenzwertig
>11,0 positiv

1. Liegen die gemessenen VE der Probe oberhalb des grenzwertigen Bereiches, so werden die Proben als positiv
betrachtet.

2. Befinden sich die gemessenen VE innerhalb des angegebenen grenzwertigen Bereiches, liegt keine signifikant hohe
Antikdrperkonzentration vor; die Proben werden als grenzwertig betrachtet. Fir den sicheren Nachweis einer Infektion ist
es erforderlich, den Antikdrpergehalt zweier Serumproben zu bestimmen. Eine Serumprobe sollte direkt nach Beginn der
Infektion, eine zweite Probe 5-10 Tage spater (rekonvaleszentes Serum) getestet werden. Die Antikdrperkonzentration
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beider Proben muf3 parallel, d.h. in einem Testansatz bestimmt werden. Eine korrekte Diagnose aufgrund der Bewertung
einer einzelnen Serumprobe ist nicht moglich.

3. Liegen die gemessenen Werte unterhalb des definierten grenzwertigen Bereiches, sind keine messbaren
antigenspezifischen Antikdrper in der Probe vorhanden. Die Proben werden als negativ betrachtet.

9.4 Grenzen des Tests

1. Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell
weitere zur Verfigung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

2. Der Verlauf der IgM-Immunantwort ist innerhalb der ersten 3 Wochen nach der Infektion variabel (4). Die Behandlung der
Patienten mit Antibiotika im Frihstadium der Erkrankung kann zu einer Unterdriickung der Immunantwort fiihren, so daf
keine anti-Borrelia burgdorferi s.l. spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden kénnen (8).

3. Die Kreuzreaktion zwischen Borrelia und anderen Spirochaeten kann ein falsch positives Ergebnis zur Folge haben.
Seren von Patienten mit folgenden Infektionen kdnnen kreuzreagieren: Syphilis (Treponema pallidum), Frambdsie
(Treponema pertenue), Rickfallfieber (Borrelia spez.), Leptospirosen (Leptospiren spez.). Ebenso kann es bei Herpes
Erkrankungen (CMV, HSV, Parvovirus) zu Kreuzreaktionen kommen (12, 13).

4.  Durch eine polyklonale Stimulation von B-Lymphozyten im Verlauf einer EBV-Infektion (Infektiose Mononukleose) kann
es zur unspezifischen Bildung von Anti-Borrelia-Antikdrpern, vor allem der IgM-Klasse kommen (12, 13). Bei einem
isolierten IgM-Befund und dem Fehlen einer Borrelien Anamnese mul3 deshalb eine Infektibse Mononukleose
differentialdiagnostisch ausgeschlossen werden.

10. Leistungsdaten SERUMDIAGNOSTIK

10.1 Diagnostische Sensitivitat
Zur Beurteilung der diagnostischen Sensitivitat wurden 43 klinisch charakterisierte Seren (Frihmanifestation) getestet.

Borrelia IgM ELISA
Positiv Grenzwertig Negativ
35 5 3

In Bezug auf den diagnostischen Befund errechnet sich eine diagnostische Sensitivitat von 92,1%. Die grenzwertigen Seren
wurden bei der Berechnung der diagnostischen Sensitivitat nicht berticksichtigt.

10.2 Sensitivitat und Spezifitat

Zur Bestimmung der Sensitivitait und Spezifitdt wurden klinisch charakterisierte Lyme-Borreliose Seren sowie
Blutspenderseren und Schwangerenseren im VIROTECH Borrelia IgM ELISA und in einem VIROTECH Borrelia burgdorferi
IgG/IgM ELISA als Vergleichstest getestet.

Sensitivitat
Serenkollektiv (n=106); Lyme-Borreliose Frihmanifestationen (n=43), Neuroborreliose (n=19), Lyme-Arthritis (n=19),
ACA (n=25).

VIROTECH Vergleichstest
Borrelia IgM
ELISA
pos neg gw
pos 63 3 5
neg 0 21 2
gw 2 7 3

Fir den Borrelia IgM ELISA betragt die Sensitivitat >99,0%.
Grenzwertige Seren wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.
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Stadium Sensitivitat

[igM]
Stadium | (EM, n=43) 92,1, %
Stadium Il (NB, n=18) 722 %

Stadium Il (ACA, Lyme, n=44) 60,5 %

Spezifitat
Serenkollektiv (n=88), Blutbankseren (n=78), Schwangeren Seren (n=10).
VIROTECH Vergleichstest
Borrelia IgM
ELISA
pos neg gw
pos 2 1 1
neg 0 81 1
gw 0 2 0

Fir den Borrelia IgM ELISA betragt die Spezifitat 98,8%.
Grenzwertige Seren wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.

10.3 Kreuzreaktivitéat
Mit Treponema positiven Seren sind Kreuzreaktionen bekannt.
Im Rahmen von Herpes-Virus-Infektionen (Uberwiegend bei EBV) kann es zur Bildung Borrelien-reaktiver Antikrper kommen.
Seltener kommt es zu Kreuzreaktionen mit Mycoplasma-, Helicobacter pylori-, CMV-, Parvo- und Yersinienseren, sowie mit
Autoimmunseren.

Auf dem VIROTECH Borrelia IgM ELISA wurden Treponema pallidum positive Seren, EBV positive Seren sowie
Autoimmunseren hinsichtlich ihrer Kreuzreaktivitaten untersucht:

Kollektiv pos neg gw Summe
Treponema 6 14 2 22
pallidum pos.

Seren

EBV pos. Seren 6 3 1 10
Autoimmunseren 1 13 1 15

10.4 Seropréavalenz (erwartete Werte)
Die folgende Tabelle zeigt die Austestung von 78 Blutspenderseren:

IgM

negativ 74
grenzwertig 3
positiv 1

Dies entspricht einer Durchseuchungsrate von 1,3% .

10.5 Intra—Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit)
In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit einem Serum getestet. Der so ermittelte
Variationskoeffizient betragt < 9%.
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10.6 Inter-Assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)
In 11 unabhangigen Testanséatzen wurden in verschiedenen Labors und von verschiedenen Testpersonen ein positives, ein
grenzwertiges und ein negatives Serum getestet.

Serum Mittelwert OD Variationskoeffizient der VEs

Negativ 0,14 13,66
Grenzwertig 0,31 10,41

Positiv 1,49 10,52

11. Leistungsdaten LIQUORDIAGNOSTIK

Der Nachweis einer spezifischen intertekalen Antikdrperproduktion basiert auf der Antikdrper-Index-Bestimmung nach Reiber (21)

11.1 Sensitivitat und Spezifitat
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt wurden definierte Neuroborreliose-positive Liquor-Serumpaare im
VIROTECH ELISA getestet.

diagnostische Sensitivitat IgM

n %
Summe 25 100
pathologisch 24 96
normal 1 4

Die Sensitivitat betragt 96%. Sie liegt damit im Bereich der in der MIQ angegebenen Sensitivitdit der
Antikérpernachweisverfahren in der Lyme-Borreliose-Diagnostik Stadium Il / Ill (70-100%).

Zur Bestimmung der diagnostischen Spezifitdét wurden definierte ZNS-negative Liquor-Serumpaare im VIROTECH ELISA

getestet.
diagnostische Spezifitat IgM
n %
Summe 20 100
pathologisch 0 0
normal 20 100

Die Spezifitat betragt > 99,9%.

Zur Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitdt wurden Liguor-Serumpaare von gesicherten Neuroborreliosen , Liquor-
Serumpaare mit Verdacht auf Neuroborreliosen und definierte ZNS-negative Liquor-Serumpaare im VIROTECH Borrelia IgM
ELISA und in einem Referenztest getestet.

Sensitivitat und Spezifitat IgM
Liguor/Serumpaare (n=58)

Borrelia IgM Referenztest
ELISA
pathologisch normal
pathologisch 22 1
normal 1 34

Im IgM betragt die Sensitivitat fur den VIROTECH Borrelia IgM ELISA 95,7% und die Spezifitat 97,1%.

Seite 10 von 12 REV 18
VIROTECH Borrelia IgM ELISA DE
Freigabedatum?26.04.202

208:33



11.2 Kreuzreaktivitat
Im Liquor und Serum befinden sich die gleichen Antikorper (22). Insofern kdnnen bei der serologischen Diagnostik, wie bei der
Liguordiagnostik, Kreuzreaktionen mit Antikdrpern gegen dieselben Krankheitserreger auftreten. Aus diesem Grund sind die
Daten aus der Serologie fur die Liquordiagnostik Ubertragbar.
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13. Testablaufschema SERUMDIAGNOSTIK
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Vorbereitung der Patientenproben und Waschlésung

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. auffiillen

v IgM-Proben - Verdiinnung
1:101
Rheumafaktoradsorption mit RF-SorboTech
z.B.:
5 pl Serum/Plasma + 450 pl Verdiinnungspuffer +
1 Tropfen RF-SorboTech bei RT 15 min inkubieren

Testdurchflhrung

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Patientenproben
Leerwert (Verdunnungspuffer) und Kontrollen

4 x Waschen 400 ul Waschldésung
gut ausklopfen
Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Konjugat
IgM
4 x Waschen 400 pl Waschldésung
gut ausklopfen
Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C 100 pl Substrat
Abstoppen 50 ul Stopplésung

vorsichtig schitteln

Extinktion messen Photometer bei 450/620nm
(Referenzwellenlange 620-690nm)
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