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1.

Alkalmazas célja

A Borrelia afzelii IgM ELISA (PKo térzs) anti-Borrelia burgdorferi sensu lato IgG- és IgM-antitestek human szérumbdl térténd
szemikvantitativ és mindségi kimutatasara szolgald szlirbteszt (screening teszt), valamint alkalmas a szérum liquor parok
parhuzamos vizsgélatan keresztiil a kdzponti idegrendszer sajat IgG- és IgM-antitest szintézisének kvantitativ kimutatasara.

A teszt miikodési elve

3.

A human szérumbdl kimutatandé antitest immunkomplexet alkot a mikrotiter lemezre rogzitett antigénnel. A meg nem kotott
immunglobulinokat a mosasi eljaras eltavolitja. Az emlitett immunkomplexhez kétédik az enzimkonjugatum. A meg nem kotott
immunglobulinokat a mosasi eljaras ismét eltavolitja. A szubsztratoldat (TMB) hozzaadasa utan az enzim (peroxidaz) aktivitasa
egy kék szinanyagot képez, mely a fixalé (stop) oldat hozzaadasa utan sarga szinire valtozik.

A csomag tartalma

3.1

A csomag tartalma (IgM teszt készlet)
1 Mikrotiter lemez, mely 96, antigénnel bevont, egyesével letdrheté lyukbdl (reakciéedénybdl) all (liofilizalt).
PBS higitépuffer (kék, felhasznalasra kész) 2x50ml, pH 7,2, tartésitészerrel és Tween 20
PBS mosoéoldat (20x koncentralt) 50ml, pH 7,2, tartésitészerrel és Tween 20
IgM negativ kontroll,2000 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitészerrel, felhasznalasra kész
IgM kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, 2000 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitdszerrel,
felhasznéalasra kész
IgM pozitiv kontroll, 2000 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitészerrel, felhasznalasra kész
7. IgM-konjugatum (anti-human), 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum FCS-el és tartositoszerekkel, Tris
pufferben, felhasznalasra kész
8. Tetrametil-benzidin — szubsztratoldat (3,3°,5,5 TMB), 11ml, felhasznéalasra kész
9. Citrat fixalo (stop) oldat, 6 ml, savkeveréket tartalmaz
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3.2 A csomag tartalma (IgM CSF szabvanyok)

Borrelia ELISA IgM-standardok a kérokozéspecifikus antitestkoncentracié mennyiségi meghatarozasara, 4 livegcse
egyenként 1000 pl, humanszérum fehérjestabilizatorokkal és tartositészerrel, felhasznalasra kész allapotban, 100 6ME; 25
OME; 6,2 6ME; 1,5 6ME (6ME= 6nkényes mérési egység).

4. Ateszt készlet és a felhasznaldsra kész reagensek tarolasa és eltarthatésaga
A teszt készletet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén talalhaté; a kit eltarthatésaga
tekintetében lasd a minéségellendrzés tanusitvanyt.
1. A szikséges lyukak felhasznalasa utan a fennmarado lyukakat / csikokat zart tasakban, 2-8°C-on, nedvszivé anyaggal
egyltt kell tarolni. A reagenseket haszndlat utan tovabbi tarolasra azonnal 2-8°C-ra kell tenni.
2. Afelhasznalasra kész konjugatum és a TMB oldat fényérzékeny és igy ezeket sotétben kell tarolni. Ha a
szubsztratoldatot fény éri és ennek kdvetkeztében elszinezédik, a tovabbiakban nem hasznalhaté fel. ki kell dobni.
3. Csak az elvégzend®d teszthez sziikséges mennyiségl felhasznalasra kész konjugatumot illetve TMB-t vegye ki az
lvegekbdl. A feleslegben kivett konjugatumot illetve TMB-t ki kell 6nteni, az livegekbe azokat visszatolteni nem szabad.
Anyag Allapot Tarolas Tartéssag
Vizsaalati mintak Higitott +2 és +8°C kozott max. 6 éra
9 Higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap

Mikrotiterlemez felbontas utan +2 es+8 kozott’("l':f\rolas a mellekelt 3 hénap

tasakban széritdszertasakkal)

Reumafaktor — Higitatlan, felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
abszorbens Higitott +2 és +8°C kozott 1 hét
Konjugatum felbontas utan +2 és +8°C kozott (fénytél védve) 3 hénap
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Ty felbontas utan +2 65 +8°C kozott (fénytdl védve) 3 honap
Leallitéoldat felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Moséoldat _ ,felbontés urén _ +2 f’es +8°C kbﬂzﬁ_Ft 3 héqap

Véghigitott (Hasznélatra kész) +2 és +25°C kozott 4 hét
5. Ovintézkedések és biztonsagi eldirasok
1. Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B felileti
antigénekre negativ eredményt mutatott szérum keril alkalmazasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta,
konjugatum és mikrotiter csik potencidlisan fert6zé anyagnak tekintendd. A termékek kezelése a laboratériumi munkara
altalanosan vonatkoz6 szabalyok szerint térténjen.
2. Atartositoszert tartalmazé komponensek, a citrat fixalé (stop) oldat és a TMB irritaljak a bért, a szemet és a
nyalkahartyat. Az érintett testrészt foly6 vizzel azonnal le kell mosni, és sziikség esetén orvoshoz kell fordulni.
3. Akeletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfelel6sen kell tarolni és elhelyezni.
6. Tovabbi szikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)
1. Desztillalt / ioncserélt viz
2. Nyolccsatornas pipetta, 50 pl és100 pl
3. Mikropipettak: 10 ul, 100 ul és1000 pl
4.  Vegyszerlvegek
5. Papirkendék és itatéspapir
6. Fedd az ELISA lemezekhez
7. Hulladéktarol6 a fert6z6 anyagok szamara
8.  ELISA Kkézi- ill. automata mos6 mikrotiter lemezekhez
9.  Spektrofotométer ELISA lemezekhez , hullamhossz 450 nm, referencia hullamhossz: 620 nm (referenciahullam hossza
620-690nm).
10.  Inkubatorszekrény
7. Avizsgélat elvégzése
Csak a VIROTECH Diagnostics altal elirt modszer pontos betartasaval kapunk helyes eredményeket.
7.1  Vizsgalati anyag
Vizsgalati anyagként hasznalhaté szérum és plazma (itt az antikoagulalas maédjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van sz6.
A pacienshigitasokat mindig frissen kell elkésziteni.
Hosszabb tarolashoz a szérumokat le kell fagyasztani. A t6bbszori felolvasztast kerdlni kell.
1. Csak friss, nem inaktivalt szérumot szabad felhasznalni.
2. Hiperlipémias, hemolitikus és mikrobioldgiailag fert6z6tt minkakat, valamint zavaros szérumokat nem szabad felhasznalni
(hamis pozitiv illetve negativ eredmények).
7.2  Areagensek elokészitése
A VIROTECH Diagnostics System Diagnostik nagyfoku rugalmassagot kinal azaltal, hogy a higit6- és mosépufferek, a TMB
és a citrat fixalo (stop) oldat valamint a konjugatum kilonb6zd paraméterek mellett és eltéré gyartasi tételek esetén is
alkalmazhatéak. A felhasznalasra kész kontrollok (pozitiv kontroll, kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, negativ kontroll)
paraméterfliggéek és kizardlag a minéségi tanusitvanyban megadott lemez charge-zsal egyutt alkalmazhatok.
1. Allitsa be az inkubatorszekrény hémérsékletét 37°C-ra és az inkubacié megkezdése elétt bizonyosodjon meg réla, hogy
az elérte a beallitott hdmérsékletet.
2. Minden reagenst engedjen felmelegedni szobahémérsékletre; csak ezutan nyissa fel a tesztcsikokat tartalmazé
csomagot.
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3. Minden folyékony komponenst j6l razzon fel hasznalat el6tt.

4. A mosoéoldat-koncentratumot 1 I-re fel kell télteni desztillalt vagy demineralizalt vizzel (ha a koncentratumban esetleg
kristalyképz6dés lathatd, kérjuk az oldatot higitas elétt szobahémérsékletre melegiteni, és hasznalat elétt jol felrazni).

5. A specifikus IgM-antitestek kimutatasat zavarhatja a til magas IgG-titer illetve reumafaktorok jelenléte, hamis pozitiv
illetve negativ eredményekhez vezetve. A szérumokat el6 kell kezelni RF-SorboTech (VIROTECH-adszorpciészer)
készitménnyel. IgM kontrollok esetében az eléabszorpcios Iépés kimarad.

7.3 A VIROTECH ELISA vizsgalat elvégzése
1. Pipettazzon ki tesztenként 100 pl felhasznalasra kész higitopuffert (vak minta), negativ, hatarérték (cut-off) és pozitiv IgM
kontrollt, valamint a higitott betegszérumokat. Minden esetben (vak, kontrollok, betegszérumok) javasoljuk hogy két
parhuzamos mérést végezzen; a hatarérték (cut-off) kontrollok esetében a két mérés elvégzése feltétlenil sziikséges.
Munkahigitas betegszérumok esetében: 1+100; pl.10 pl szérum + 1 ml higitépuffer.
A reagensek kipipettazasa utan 30 perc 37°C-on tortén6 inkubacio kovetkezik (fed6 alatt).
Az inkubacids id6 lejarta utdn mossa ki a lyukakat 4-szer 350-400 pl mosdoldattal (lyukanként). Mos6oldatot ne hagyjona
lyukakban allni. Papirtérolk6zdre csepegtesse ki a maradék oldatot.
Minden lyukba pipettazzon 100 pl felhasznéalasra kész konjugatumot.
Inkubdlja a konjugatumot 30 percig 37°C-on (fedé alatt).
A konjugatum inkubalasat 4-szeri mosassal allitsa le. (Id. 3.pont).
Pipettazzon 100 pl felhasznalasra kész TMB szubsztratoldatot minden lyukba.
A hordozéoldat inkubacitja: 30 perc 37°C-on (lefedve, s6tét helyen).
Minden lyukba pipettazzon 50 i citrét fixalé (stop) oldatot, igy ledllitva a szubsztratreakciét. Ovatosan kevertesse a
lemezt, amig a folyadékok teljesen 0sszekeverednek és egy egységes sarga szin lathatéva valik.
10.  Mérjen extinkciét 450/620 nm-en (referenciahullam hossza 620-690nm). Allitsa gy be a fotométert, hogy a mért vak
érték a tobbi extinkcios értékbdl levonasra kerliljon (nullazza a fotométert az Ures értékre). A fotometrias mérést a fixald
(stop) oldat hozzaadasa utan egy éran belll el kell végezni.

w N

© ® N o oA

A vizsgélat folyamatabrajat Id. az utolsé oldalon|

7.4  ELISA-processzor alkalmazasa

Valamennyi VIROTECH Diagnostics ELISA termék alkalmas ELISA processzorokkal valé hasznalatra. A felhasznal6 kételes

a miszer érvényesitését rendszeresen elvégeztetni.

A VIROTECH Diagnostics a kdvetkez6 eljarast javasolja:

1. Az ELISA processzor Gizembehelyezése ill. nagyobb javitasa esetén javasoljuk, hogy végeztesse el a készullék
hitelesitését a gyarto elbirasai szerint.

2. Javasoljuk, hogy az ELISA processzort ellenérizze a hitelesitd kit (EC250.00) segitségével is. A hitelesitd kittel torténd
ellendrzést legalabb negyedévenként ajanlott elvégezni.

3. Minden mérési sorozat soran meg kell felelni a termék minéségi tanusitvanyaban szereplé minéségellenérzési
kritériumoknak.

Ez az eljarasmaod biztositja az ELISA processzor kifogastalan miikddését, és ezen tul a labor minéségbiztositasat is szolgalja.

8. Avizsgélati eredmények kiértékelése

A felhaszndlasra kész kontrollok a specifikus IgM-antitestek koncentracidjanak VIROTECH egységekben (=VE) torténd
szemikvantitativ meghatarozdsara szolgalnak. A teszt végrehajtasa soran el6fordulé ingadozasokat a szamitasi modszer
kiegyenliti, ezaltal nagyfokd reprodukéalhatésagot érve el. A VE kiszdmitdsahoz az OD-értékek atlagat kell hasznalni.

8.1 A teszt helyes miikodésének ellenérzése
a) OD-értékek
Az Ures minta OD-értéke <0,15 kell, hogy legyen.
A negativ kontrollok OD-értékeinek a mindségi tanusitvanyban megadott OD-értékek alatt, mig a pozitiv kontrollok és a cut-
off kontrollok OD-értékeinek a minéségi tanudsitvanyban megadott OD-értékek felett kell lenniiik.
b) VIROTECH egységek (VE)
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A cut-off kontrollok VIROTECH egységekben (VE) megadott értéke 10 VE-ben van meghatarozva. A pozitiv kontrollok VE-
értékeinek a minéségi tanusitvanyban megadott értéktartomanyon belul kell lenniik.
Amennyiben a fenti feltételek (OD-értékek, VE értékek) nem teljesiiinek, a tesztet meg kell ismételni.
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8.2 A VIROTECH egységek (VE) szamitasa
A vak minta extinkciojat (450/620 nm) minden extinkciébdl ki kell vonni.

OD (pozitiv kontroll)
VE (pozitiv kontrollok) = X 10
OD (cut-off kontroll)
OD (betegszéum)
VE @etegszéerom)y = ————— X 10
OD (cut-off kontroll)
8.3  IgM kiértékelési tablazat
Eredmény (VE) Kiértékelés
<9,0 negativ
9,0-11,0 hatérérték
>11,0 pozitiv

1. Amennyiben a minta mért VE értéke a hatarérték felett van, a mintat pozitivnak kell tekinteni.

2. Haamért VE értékek a megadott hatarérték tartomanyba esnek, az antitestek koncentracidja nem szamottevé és a
mintat hatarértéken levének kell tekinteni.

3. Ha a mért értékek a meghatarozott hatarérték ala esnek, a mintdbél nem mutathaté ki antigénspecifikus antitest. A mintéat
negativnak kell tekinteni.

8.4  Ateszt hatarai

1. A szerologiai eredmények interpretacioja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemiologiai
adatokat valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratoriumi leleteket.

2. Az IgM-immunvalasz lefutasa az els6 3 hét soran valtozé (4). A betegek antibiotikumkezelése a betegség korai
stadiuméaban elnyomhatja az immunvélaszt, és ebben az esetben nem lehet anti-Borrelia burgdorferi sensu lato
specifikus antitestet kimutatni (8).

3. ABorrelia és egyéb Spirochaetéak kozti keresztreakcé hamis pozitiv eredményhez vezethet. Az alabbi fert6zésekben
szenvedd betegek szérumai adhatnak keresztreakciét: Szifilisz ((Treponema pallidum), framboesia (Treponema
pertenue), febris recurrens (epidémias visszatérd 1az) (Borrelia fajok), leptospirézis (Leptospira fajok). Hasonloképpen
herpeszfertézések (CMV, HSV, Parvovirus) esetében is el6fordulhat keresztreakci6 (12, 13).

4. EBV (fert6z6 mononukledzis) fert6zés soran a B-limfocitak poliklonalis stimulaciéja anti-Borrelia-antitestek nem specifikus
képz6édéséhez vezethet, mindenekel6tt az IgM osztalyban (12,13). Izolalt IgM lelet és Borrelia anamnézis hianya esetén
ezért differencialdiagnosztikaval kell kizarni a fert6zé mononukleézis lehetéségét.
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10. A vizsgalat folyamatéabraja vazlata

A betegmintak és a mosdoldat el6készitése

V Mosboldat: A koncentratumot higitsa fel 1 literre desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

v IgM-mintak - higitas
1:101
Reumafaktor-abszorpcié RF-SorboTech-hel
pl.:
5 ul szérum/plazma + 450 pl higitépuffer +
1 csepp RF-SorboTech, 15 perc inkubacio szobahémérsékleten

A vizsgalat elvégzése

Mintainkubacié 30 perc 37°C-on 100 pl betegszérum

Ures minta (higitopuffer) és kontrollok

4x mosas 400 pl mosooldat

jol kititbgetni

Konjugatum inkubaci6 30 perc 37°C-on 100 pl konjugatum
IgM
4x mosas 400 pl mosooldat

jol kiutdgetni

Szubsztratinkubacio 30 perc 37°C-on 100 pl szubsztrat

Leallitas 50 pl fixélé (stop) oldat

6vatosan kevertetni

Extinkcid mérés Fotométer 450/620 nm-en
(referenciahullam hossza 620-
690nm)
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