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1. INTENDED USE
IDEIA™ Lyme Neuroborreliosis is a qualitative enzyme

immunoassay for the detection of intrathecally produced human
1gG and 1gM antibodies to Borrelia burgdorferi sensu lato from
clinical samples. Test results are intended to aid clinicians in the
diagnosis of Lyme Neuroborreliosis. The device is not automated,
is for professional use only and is not a companion diagnostic.

- For in vitro diagnostic use.
2. SUMMARY

Lyme borreliosis is a multisystem infection caused by the
tickborne spirochete B. burgdorferi sensu lato2.

Involvement of the nervous system, neuroborreliosis, is a
common and serious manifestation of Lyme borreliosis®.

A sensitive and reliable diagnostic test for neuroborreliosis is
needed as a number of other diseases with similar symptoms
exist and because neuroborreliosis, in contrast to many of these
diseases, responds to antibiotic treatment.

Currently, the best indicator of active neuroborreliosis is an
inflammatory cerebrospinal fluid (CSF) change, particularly an
increase in the number of mononuclear cells (mononuclear
pleocytosis) combined with the occurrence of intrathecally
produced Borrelia-specific antibodies in the CSF. The detection
of a specific intrathecal immune response is diagnostically more
significant than the measurement of specific antibodies in serum.
Moreover, in neuroborreliosis, specific antibody synthesis is
frequently detected earlier in CSF than in serum®>®.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis is designed for the sensitive and
direct detection of intrathecally produced 1gG and IgM antibodies
to B. burgdorferi. Measurement of reference substances (like
albumin etc) and complicated corrections for transudation of
serum antibodies to CSF caused by damage to the blood CSF
barrier are unnecessary. Even blood contamination of CSF during
a spinal tap will not lead to false positive results’.

The assay uses purified, native B. burgdorferi flagellum as test
antigen. The flagellum is highly immunogenic, elicits an early,
strong and persistent immune response ®° and is the major
antigen for the intrathecal antibody response®!t, Compared with
the conventional antigen, which is based on whole cell extract of
the spirochete, the purified, native flagellar antigen improves the
diagnostic sensitivity and specificity of serological assays for Lyme
borreliosis>2. Furthermore, the use of flagellum as test antigen is
appropriate in all geographical areas as the flagellum shows no
significant variation between B. burgdorferi strains.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The test is based on the capture ELISA principle and consists of
a human IgG capture assay and a human IgM capture assay for
determination of intrathecally produced IgG and IgM antibodies

to B. burgdorferi, respectively. The human 1gG capture assay is
described in detail:

Paired CSF and serum specimens are added to microwells
coated with antibody specific to human IgG. The dilution of CSF
and serum ensures that the anti-human IgG capture antibody
is saturated with either CSF or serum IgG. Therefore, the same
amount of total IgG from either CSF or serum is captured in the
microwells.

After washing of the microwells to remove excess protein,
biotinylated, native Borrelia flagella complexed with peroxidase-
conjugated streptavidin (Flagellum Conjugate) is added to
the microwells. The Flagellum Conjugate will be bound by
B. burgdorferi-specific 1gG only, whereas non-B. burgdorferi-
specific 1gG will not bind the Flagellum Conjugate.

Excess Flagellum Conjugate is removed by washing. The amount
of Flagellum Conjugate bound per microwell is visualized by the
addition of a chromogenic substrate, which develops a blue
colour. The reaction is stopped by the addition of acid, changing
the blue colour to yellow. The intensity of the colour corresponds
to the concentration of B. burgdorferi-specific 1gG captured on
the solid phase.

The human IgM capture assay is similar to the human IgG capture
assay except that the microwells are coated with an anti-human
1gM capture antibody.

Normally, the total 1gG and IgM concentrations in CSF are very
low compared with levels in serum. Therefore, when intrathecal
B. burgdorferi-specific antibody production takes place, the
amount of specific IgG or IgM antibody in CSF will constitute
a much larger proportion of the total amount of IgG and IgM,
respectively, than the proportions found in serum. If there is
no intrathecal, specific antibody production, or when specific
antibodies in the CSF are due to either blood contamination or
transudation from serum, then the OD value for CSF minus the
OD value for serum will be <0.

Consequently, in the case of neuroborreliosis, a significantly
higher OD value will be obtained for the CSF compared with the
OD value obtained for the serum specimen. In such cases the OD
value for CSF minus the OD value for serum will, therefore, be >0.

Comparison of OD values from paired serum and CSF specimens,
tested in parallel, make it possible to determine whether or
not B. burgdorferi-specific antibodies have been produced
intrathecally. The formula for calculation of test results has been
designed to take into account any intra-assay variation when
comparing OD value differences between paired CSF and serum
specimens®.

Due to the selective immunocapture of 1gG and IgM antibodies,
there will be no competitive interference from other
immunoglobulin classes. The use of conjugated test antigen
furthermore prevents interference from rheumatoid factor (RF).

4. REAGENTS PROVIDED
1
2C g
Each kit contains sufficient materials for 96 determinations. The

shelf life of the kit is as indicated on the outer box label. Store
unused components at 2-8°C.

4.1. IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS TEST CONTENTS

=

Instructions For Use (IFU)
48 microwells (6 strips of 8 microwells)
coated with anti-human 1gG (indicated with
a ‘G’ printed on the tab at the end of each
microwell strip) and 48 microwells (6 strips
of 8 microwells) coated with anti-human IgM
(indicated with an ‘M’ printed on the tab at
the end of each microwell strip). A resealable
plastic pouch is provided for storage of unused
microwells. Ensure careful handling of the
strips, particularly if wells are detached from
the strip, as each strip is labelled and the
individual wells are not labelled.

One bottle of each of the following:

SAMPLE DILUENT 100mL Sample Diluent: Buffered solution with

detergent, antimicrobial agent and coloured
red dye.

WASH BUFFER (X25) 50mL Wash Buffer concentrate x25: Buffered

solution with detergent and antimicrobial
agent.

IgG POSITIVE CONTROL 1.5mL 1gG Positive Control: Human serum in

buffer with antimicrobial agent and coloured
green dye.

'gM POSITIVE CONTRO 1.5mL IgM Positive Control: Human serum in

buffer with antimicrobial agent and coloured
yellow.

LAGELLUM CONJUGATE| | yophilized Flagellum Conjugate: Biotinylated
B. burgdorferi flagellum to be reconstituted
with Reconstitution Buffer and complexed with
peroxidase-conjugated streptavidin prior to use.

12.5mL Reconstitution Buffer: Buffered
solution with antimicrobial agent and

coloured blue.

PEROXIDASE COMPLEX 1mL Peroxidase Complex: Peroxidase-

conjugated streptavidin in buffer containing
carrier proteins and antimicrobial agent.

SUBSTRATE TMB
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12mL Substrate: stabilized peroxide and
3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine in a dilute
buffer solution. TMB has been reported to
be non-carcinogenic. However, personal
protective equipment is recommended to
avoid direct exposure.

25mL Stop Solution: 0.46mol/L sulphuric acid.
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.2.  PREPARATION, STORAGE AND RE-USE OF KIT

COMPONENTS
The IDEIA Lyme Neuroborreliosis kit format allows for up to 6
individual runs during any 3 month period within the expiry date
given on the kit label. In order to ensure optimal kit performance,
it is important that unused kit components are prepared and
stored according to the following instructions:

4.2.1  Microwells -

Open the plate pouch by cutting along the seal. Remove the
required number of anti-human IgG strips (indicated with a ‘G’
printed on the tab at the end of each microwell strip) and anti-
human IgM strips (indicated with an ‘M’ printed on the tab at the
end of each microwell strip) and relocate them into the frame.
One strip allows double determination of CSF and serum from
one patient; the remaining four microwells of the strip are used
for positive and buffer controls. Each additional IgG and IgM strip
allows paired samples from two patients to be analysed. When
the whole frame of 6 1gG and 6 IgM strips is used at one time,
CSF and serum samples from 11 patients can be tested for IgG
and I1gM antibodies.

Place unused microwells in the resealable plastic pouch with
the desiccant, carefully reseal the pouch and store at 2-8°C.
Microwells may be used for up to 12 weeks after initial opening,
provided they are stored in this manner, or until the expiry date
on the plate, if sooner. Microwells are intended for single use only
and should not be reused.

4.2.2  Sample Diluent -

Ready to use. Store unused Sample Diluent at 2-8°C.

4.2.3  Wash Buffer Concentrate -

Provided x25 concentrate. Prepare working strength Wash Buffer
by adding 1 part of Wash Buffer Concentrate to 24 parts of
fresh deionised or distilled water (or add the contents of Wash
Buffer concentrate to 1200mL fresh deionised or distilled water).

Prepare working strength Wash Buffer as required on the day of
use. Store unused concentrate at 2-8°C.

Do not store unused, diluted Wash Buffer for subsequent use
(see Section 8.2.11).

424 1gG Positive Control -

Ready to use. Store unused IgG Positive Control at 2-8°C.

4.2.5 1gM Positive Control -

Ready to use. Store unused IgM Positive Control at 2-8°C.
4.2.6 Flagellum Conjugate, Peroxidase and Reconstitution Buffer
-

Reconstitute the lyophilized, biotinylated Borrelia Flagellum
Conjugate with the contents of Reconstitution Buffer and add
650pL Peroxidase Complex. Mix the contents by inversion.

The reconstituted Flagellum Conjugate must be prepared at
least 1 hour prior to use. The reconstituted Flagellum Conjugate
should be stored at 2-8°C and used within 3 months, or until the
expiry date on the bottle if sooner.

4.2.7  Substrate -

Ready to use. Store unused substrate at 2-8°C.
4.2.8  Stop Solution -

Ready to use. Store unused Stop Solution at 2-8°C.
5. ADDITIONAL REAGENTS

5.1. REAGENTS

Fresh deionised or distilled water

6. EQUIPMENT

Reagent reservoirs for 8-channel pipette (optional)
Clean absorbent paper (onto which microwells can be tapped dry)
Plastic lid for microwell plate

Microtitration plate shaker capable of a minimum speed of
500rpm with an orbital diameter of 3-4mm. For information on
suitability of plate shakers contact your local distributor.

Timer

Automated plate washer (optional) or suitable equipment for
washing 8 microwell strips (Section 9.2.3).

Note: If washing less than 8 test microwells in a strip using an
automated washer with an 8 microwell head, it is important to
completely fill the strip with blank microwells.

Spectrophotometer or EIA plate reader able to read a 96 microwell
plate of 8 microwell strips at an absorbance of 450nm with a
reference at 620-650nm. (Optional, Section 9.3, Reading the Test
Results).

7. PRECAUTIONS

7.1.  SAFETY PRECAUTIONS

7.1.1 For professional use only.

7.1.2 In the event of malfunction do not use device.

7.1.3 Please refer to the Material Safety Data Sheet (MSDS),
available on ThermoFisher website, and product
labeling for information on potentially hazardous
components.

Any serious incident that has occurred in relation to the
device shall be reported to the manufacturer and the
competent authority of the Member State in which the
user and/or the patient is established.

Although the serum used for the preparation of the
Positive Controls has been tested individually and
found negative for hepatitis B virus surface antigen and
antibodies to HIV and hepatitis C, the Positive controls
should be treated as potentially infectious materials.
Stop Solution contains sulphuric acid (0.46mol/L). Avoid
eye and skin contact by wearing protective clothing and
eye protection.

Do not eat, drink, smoke, store or prepare foods, or
apply cosmetics within the designated work area.

Do not pipette materials by mouth.

Wear disposable gloves whilst handling clinical
specimens and always wash hands after working with
infectious materials.

Dispose of all clinical specimen and Positive Controls in
accordance with local legislation.

The Wash Buffer Concentrate contains  Tris-
hyrdrochloride which has been classified as hazardous
under (EC) No. 1272/2008. The following Hazard (H) and
Precautionary (P) statements apply:

7.1.6

7.1.8

7.1.9

7.1.10

7.1.11

WARNING [H315
H319

P332+P313

Causes skin irritation.

Causes serious eye irritation.

If skin irritation occurs:
medical advice/attention.

P305+P351 [IF IN EYES: Rinse cautiously
+P338 with water for several minutes.
Remove contact lenses, if present
and easy to do. Continue rinsing.

Get

P280 Wear protective gloves/protective
clothing/eye protection/face

protection.

7.2.
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TECHNICAL PRECAUTIONS
Components must not be used after the expiry date
printed on the labels. Do not mix or interchange
different batches/lots of reagents, with the exception
of standard reagents (Sample Diluent, Wash Buffer
Concentrate, Substrate and Stop Solution).

The reagents are provided at fixed working
concentrations. Test performance will be affected if the
reagents are modified or stored under conditions other
than those detailed in Section 4.2.

Avoid contamination of reagents.

Use separate disposable pipettes or pipette tips for each
specimen, control or reagent in order to avoid cross-
contamination of either specimen or controls which
could cause erroneous results.

Avoid contamination with metal ions and oxidising
agents.

Store deionised or distilled water for dilution of
concentrated reagents in clean containers to prevent
microbial contamination.

7.2.3
7.2.4

7.2.5

7.2.6

Do not use Substrate showing a blue colour prior to its
addition to the microwells.

Protect Substrate from light.

Microwells cannot be re-used.

Manual or automated washing equipment, must be free
of microbial contamination, and correctly calibrated and
maintained according to manufacturer’s instructions.
Do not store unused working strength Wash Buffer for
subsequent use. When not in use Wash Buffer reservoirs
should be rinsed in deionised or distilled water and left
to dry.

8. COLLECTION AND PREPARATION OF SPECIMENS

8.1. SPECIMEN COLLECTION

The IDEIA Lyme Neuroborreliosis kit is for the testing of paired
human CSF and serum specimens simultaneously.

7.2.8
7.2.9
7.2.10

7.2.11

The paired CSF and serum specimens should be obtained from the
patient at the same time. A minimum of 0.5mL CSF is required;
preferably 1-2mL CSF should be requested, because this will allow
for repetition of the test and/or performance of the test with a
lower CSF dilution. For serum 0.5mL is sufficient.

Testing of turbid and viscous specimens may lead to unreliable
results due to pipetting errors.

Paired CSF and serum specimens may be stored for 14 days at
2-8°C prior to testing, and for up to 6 months at -20°C or below.
8.2. PREPARATION OF SPECIMENS

Dilute CSF specimens 1+4 by adding 100uL of CSF to 400uL of
Sample Diluent.

Dilute serum specimens 1+200 by adding10pL of serum to 2mL
of Sample Diluent.

9. TEST PROCEDURE

The following equipment is required:
Measuring cylinder (2L)
Test tubes of approximately 5mL capacity

Precision micropipettes and disposable tips to deliver 10-1000uL
volumes

8-channel pipette to deliver 100uL (optional)

PLEASE REFER TO SECTION 7.2, TECHNICAL PRECAUTIONS,

BEFORE PERFORMING THE TEST PROCEDURE.

9.1. PROCEDURAL NOTES

9.1.1 The validation of the assay performance is based
on concurrent duplicate testing of all specimens.
If the patient specimens are to be run singly, it is

recommended that users do so only after becoming
familiar with the performance characteristics of the
assay. The intra-assay variation (CV%) is approximately
50% higher when based on single determination.

If a shaker capable of 500rpm is not available, the speed
of shaking of microwell strips during the 2 incubation
steps may be reduced to 300rpm without adverse effect
on the assay performance, or a static incubation protocol
is available, please contact your local distributor for
further information on suitable protocols.

9.2.  ASSAY PROCEDURE

NOTE: The assay procedure requires the use of a Microtitration
Plate shaker. For information on suitability of shakers contact your
local distributor.

If multiple strips are used it is recommended that an 8-channel
pipette is used for addition of Conjugate, Substrate and Stop
Solution.

9.2.1

Locate the required number of microwells into the microwell
holder. Add 100uL of diluted patient CSF and serum to duplicate
microwells of both the anti-IgG strip and the anti-IgM strip
microwells. Ensure careful handling of the strips, particularly if
wells are detached from the strip, as each strip is labelled and
the individual wells are not labelled. Add 100uL of IgG Positive
Control to two anti IgG microwells and 100uL of the IgM Positive
Control to 2 anti IgM microwells. Add Sample Diluent to separate
IgG and IgM microwells. (At least 1 Sample Diluent microwell
should be included with each batch of specimens tested).

9.2.2

Cover and incubate the microwells on a shaker at room
temperature (20-25°C) with shaking for 60 minutes.

9.23

The microwells should be washed using working strength Wash
Buffer (see Section 4.2.3).

Specimen and Control Addition

Specimen Incubation

Washing the Microwells

The washing technique is critical to the test performance and
should be carried out so as to ensure complete filling (with
a minimum of 350uL of working strength Wash Buffer) and
emptying of the microwells.

Four wash cycles are essential, by either automated or manual
washing techniques, which should include a 2 minute soak period
during the second wash or a total of a 2 minute soak period during
the complete cycle.

Manual Washing

If washing microwells manually, aspirate or shake out the contents
of the microwells and using freshly prepared Wash Buffer, ensure
complete filling and emptying of microwells. Between each wash
step remove all remaining Wash Buffer by tapping the inverted
microwells on to clean absorbent paper. Manual washing
efficiency is further ensured if the Wash Buffer is delivered at
an angle so as to produce a vortex in the microwells. After the
final wash, the plate should be inverted and tapped on absorbent
paper to remove the last traces of wash buffer.

Automated Washing

Automated washers should be programmed to complete 4 wash
cycles and to incorporate the equivalent of 2 minutes soaking
time during the complete washing cycle. Washers must be
correctly calibrated to ensure complete filling and emptying of
microwells between each wash. After the final wash, the plate
should be inverted and tapped on absorbent paper to remove the
last traces of Wash Buffer.

9.2.4
Mix the Flagellum Conjugate by inversion. Add 100uL of Flagellum
Conjugate to each microwell.

9.2.5
Cover and incubate the microwells on a shaker at room
temperature (20-25°C) with shaking for 60 minutes.

9.2.6
Wash the microwells as described in 9.2.3.

9.2.7 Substrate Addition and Incubation

Add 100pL of Substrate to each microwell.

Cover and incubate the microwells at room temperature
(20-25°C) without shaking for 10 minutes.

9.2.8
Add 100uL of Stop Solution to each microwell. Ensure thorough
mixing in the microwells. The coloured product is stable for
30 minutes. Do not expose to direct sunlight as photobleaching
of the coloured product may occur.

9.3. READING THE TEST RESULTS

9.3.1 Photometric Reading

The microwells should be read photometrically within 30 minutes
after addition of the Stop Solution. Mix the contents of the
microwells and read the absorbance of each microwell using a
suitable spectrophotometer or EIA plate reader set at 450nm.
Ensure that the bottoms of the microwells are clean before
reading and check that no foreign matter is present in the
microwells. The reader should be blanked on air (ie with no plate
in the carriage) before the plate is scanned.

Conjugate Addition

Conjugate Incubation

Washing the Microwells

Stopping the Reaction

Alternatively, if the spectrophotometer or EIA plate reader allows
for the use of a reference wavelength (at 620 to 650nm), dual
wavelength reading should be performed as this eliminates any
potential interference caused by aberrations, such as dirt or
marks, on the optical surface of the microwells.

9.4. SUMMARY OF IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS ASSAY
PROCEDURE

Ensure reagents reach room temperature (15-30°C) before use
Add 100uL of Control or test serum/CSF

Cover and incubate at 20-25°C with
shaking for 60 minutes
Wash (x4)

Add 100pL of Flagellum Conjugate
Cover and incubate at 20-25°C with

shaking for 60 minutes
Wash (x4)

Add 100pL of Substrate

Cover and incubate at 20-25°C without
shaking for 10 minutes
Add 100pL of Stop Solution

Read absorbance photometrically at 450nm (reference 620-650nm)
10. QUALITY CONTROL AND INTERPRETATION OF
RESULTS
10.1. BUFFER CONTROL
Calculate the mean OD values of the 2 Buffer Control microwells.

The mean OD value of the Buffer Control must be less than 0.100,
but greater than 0.000 (dual wavelength reading).

If the value is above 0.100, inadequate washing or contamination
of the Substrate may be the cause. If the value is less than 0.000,
the ELISA reader should be re-blanked on air and the microwells
re-read.



If the quality control requirements are not satisfied, test results
are invalid and the assay should be repeated.

10.2. IgG POSITIVE CONTROL AND IgM POSITIVE CONTROL
Calculate the mean OD values for IgG Positive Control and IgM

Positive Control. Individual OD values of duplicate test should not
differ more than 15% from the mean OD value.

The mean OD value of IgG Positive Control and IgM Positive
Control, respectively must be at least 0.500. If these values are less
than 0.500 it may be caused by inadequate washing, inadequate
shaking during incubations, or low ambient temperature,
particularly during incubation with the Substrate solution.

If the quality control requirements are not satisfied, the test
results are invalid and the assay should be repeated.

10.3. PATIENT SPECIMENS

Calculate the mean OD value for each patient CSF (OD csF)
and serum (OD serum) specimen for both the IgG and IgM
determination. The OD values should not differ more than 15%
from the mean. Any such specimens should be retested. However,
if both test microwells show a negative result a difference of more
than 15% may be accepted without retesting because low OD
values are measured with less precision.

The specific antibody index formula is given below. Calculate the
specific antibody index for IgG (I 16G) and I1gM (I 1em), respectively.
The index calculation should not be performed if the mean OD
value of the CSF determination is less than 0.150. Any such test
result should be reported as negative.

OD csF

____x(OD; - OD serum)

OD serum

10.4. INTERPRETATION OF RESULTS
10.4.1 Qualitative Interpretation
Interpret as follows:

Index =

Negative for production of intrathecal 1gG antibodies to
B. burgdorferi:
116G <0,3
or 0D csr <0,150
Positive for production of intrathecal 1gG antibodies to
B. burgdorferi:
116G 20,3
Negative for production of intrathecal IgM antibodies to
B. burgdorferi:
I 1M <0,3
or OD csr <0,150
Positive for production of intrathecal IgM antibodies to

B. burgdorferi:
l1eM 20,3

10.4.2 Semiquantitative Interpretation

The higher the obtained index value is, the more pronounced is
the specific intrathecal antibody production. Index values may be
100 or even more.

The specific antibody index is a highly sensitive, semiquantitative,
measure of intrathecal antibody production because it depends
on the rate of intrathecal antibody production, the blood CSF
barrier permeability and the level of specific serum antibodies.
Thus, in consecutive post-therapy specimens a change should be
considered significant only if a positive index becomes <0.3, or if
it decreases or increases more than 5 times. These are guidelines
only.

10.4.3 Comments on Interpretation of Results

Expression of Results

Intrathecal antibody production is theoretically present if OD csr/
ODserum > 1. However, this assumption is not safe, because of the
intra-assay variation, especially in the lower OD range. The net OD
difference (OD csr - OD serum) gives a more precise information,
but, owing to the intra-assay variation, the minimal OD difference
indicative of intrathecal antibody synthesis will increase with
increasing OD values. These drawbacks are eliminated by
multiplication of OD ratio by OD difference as expressed by the
specific antibody index (). The lower limit of index value at 0.3
for a positive result ensures that OD csr is significantly higher than
OD serum’.

Positive Results

An 1gG and/or IgM index >0.3 with concomitant mononuclear
pleocytosis in CSF is highly suggestive of Lyme neuroborreliosis.
(A high CSF-OD value by itself is not indicative of intrathecal
antibody production).

An IgM index 20.3 is usually compatible with a disease duration
of less than 6 months. Intrathecal synthesis of specific IgM is a
strong indication of neuroborreliosis, but IgM is not an obligatory
finding. Patients with active neuroborreliosis of more than 6
months duration will usually have intrathecal synthesis of specific
1gG only, and an IgG index 0.3 will be detected.

Negative Results

A negative result, that is an 1gG and IgM index <0.3, with
concomitant mononuclear pleocytosis in CSF does not exclude
the clinical diagnosis of Lyme neuroborreliosis. This applies
particularly when the time between onset of neurological
symptoms and sampling of serum and CSF is short.

In most untreated patients with definite clinical signs of
neuroborreliosis, specific antibodies in CSF become detectable in
the 2nd week after onset of neurological symptoms®. In patients
with early neuroborreliosis and a negative test result, a later
specimen may often prove positive, even after institution of
treatment.

An 1gM index <0.3 does not always exclude specific intrathecal
IgM synthesis. The finding of a high (>1.0) IgM OD value in CSF
that is either equal to or even lower than the corresponding
serum IgM value might still be indicative of intrathecal antibody
synthesis if a severe impairment of the blood CSF barrier can be
excluded®.

Post-treatment Specimens

Evaluation of consecutive post-treatment CSF/serum specimens:
After appropriate antibiotic therapy, a specific IgM index will
decrease, and after 6-9 months the index is usually <0.3. An
elevated 1gG index will often persist for years despite complete
recovery.

An 1gG index 20.3 without concomitant mononuclear pleocytosis
in CSF is a rare finding, except in post-treatment specimens.
Therefore, this finding may indicate a previous episode of
neuroborreliosis.

11. PERFORMANCE LIMITATIONS

11.1. Excessive blood contamination of the CSF sample may
lead to falsely low, specific antibody indices.

11.2. Due to the antigenic relationship between B. burgdorferi

and Treponema pallidum, serological cross-reactions,
although rare, may occur in patients with a recent or past
history of neurosyphilis’®. Serological discrimination is
possible using Treponemal tests, such as the T pallidum
hemagglutination assay, or non-treponemal tests, such
as the rapid plasma reagin (RPR), the Venereal Disease

Research Laboratory (VDRL) test. These tests will be
negative in patients with a B. burgdorferi infection only.

Prior antibiotic therapy may abrogate the antibody
response and, thus, make the serological findings less
predictable.

Collection of specimens early in the course of disease may
lead to negative test results (see Section 10).

Test performance will be adversely affected if reagents
are modified or stored under conditions other than those
detailed in Section 4.2.

Test results should be interpreted in conjunction with
information available from epidemiological studies,
clinical assessment of the patient and other diagnostic
procedures.

12. EXPECTED VALUES

A specific antibody index 2
synthesis of specific antibodies.

0.3 always indicates intrathecal

In patients with neuroborreliosis, intrathecal antibody synthesis
usually begins in the second week after onset of neurological
symptoms. Specific 1IgG and/or IgM production is detectable in
=~ 80% of patients with definite neuroborreliosis by the beginning
of the third week and in all patients 6-8 weeks after onset of
neurological symptoms’.

Absence of intrathecal antibody production or the presence of
specific antibodies in CSF due to transudation from serum or
blood contamination of CSF will give antibody indices <0.

13. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

15.

SYMBOL LEGEND

Catalogue Number

In Vitro Diagnostic Medical Device

Consult Instructions for Use (IFU)

Temperature Limitations (Storage temp.)

Contains sufficient for <N> tests

Batch Code (Lot Number)

o ISt

Use By (Expiration Date)

./2
™

N

Keep away from sunlight

Reconstitute

Importer

Unique Device Identifier

Authorized representative in the
European Community

UK Conformity Assessed

European Conformity Assessment

Paired CSF and serum specimens from 25 patients with clinically
defined early Lyme neuroborreliosis were tested with the IDEIA
Lyme Neuroborreliosis.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Number of
patients
Positive for intrathecally produced IgG antibodies 18
| Negative for intrathecally produced IgG antibodies 7
Positive for intrathecally produced IgM antibodies 12
| Negative for intrathecally produced IgM antibodies 13
Positive for intrathecally produced IgG and/or IgM antibodies 19
Negative for intrathecally produced IgG and IgM antibodies 6

A specific antibody index 20.3 was found for 1gG in 72% and for
IgM in 48% of the 25 patients with early Lyme neuroborreliosis.
Only one patient had specific IgM synthesis without concomitant
1gG synthesis. However, some patients with low 1gG indices
showed IgM indices 20.3. Therefore, the diagnostic evidence is
increased by examining for both specific IgG and 1gM synthesis.
19 of 25 patients (76%) with early Lyme neuroborreliosis were
identified by IDEIA Lyme Neuroborreliosis.

13.1. CROSS REACTIVITY

A positive result always indicates intrathecal antibody synthesis
to B. burgdorferi except when specimens from patients with
neurosyphilis are tested. Specimens from these patients may
give false positive results. However, the B. burgdorferi-specific
antibody index usually remains low. Furthermore, it is a
consistent finding that cross-reacting CSF antibodies as well as
serum antibodies belong to the IgG class®.

The significance of intrathecal polyclonal B cell activation as a
cause of “false positive” IgM results is unknown?.
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1. KAYTTOTARKOITUS

IDEIA™ Lyme Neuroborreliosis on kvalitatiivinen
entsyymi-immunomadritys intratekaalisesti tuotettujen
ihmisen Borrelia burgdorferi -1gG- ja -lgM-vasta-aineiden
(laajassa merkityksessa) havaitsemiseen kliinisista

ndytteista. Testitulokset on tarkoitettu auttamaan
terveydenhuoltohenkildstéd Lymen neuroborrelioosin
diagnosoinnissa. Laite ei ole automaattinen, se on tarkoitettu
vain ammattilaiskayttéon eikd se ole kumppanidiagnostiikkaa.

- Tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttoon.
2. YHTEENVETO

Lymen borrelioosi on monielinjarjestelmdinfektio,
jonka aiheuttaa punkkien kantama spirokeetta
B. burgdorferi laajassa merkityksessa® 2.

Hermoston osallistuminen, neuroborrelioosi, on
yleinen ja vakava Lymen borrelioosin ilmentyma3.

Herkka ja luotettava neuroborrelioosin diagnostinen testi
tarvitaan, koska on olemassa lukuisia muita sairauksia, joilla on
samanlaiset oireet, ja koska neuroborrelioosi voidaan hoitaa
antibiooteilla, toisin kuin monet néaista muista sairauksista.

Talla hetkelld paras aktiivisen neuroborrelioosin ilmaisin on
aivo-selkdydinnesteen tulehduksellinen muutos, erityisesti
mononukleaarisolujen méaran kasvu (mononukleaarinen
pleosytoosi) sekd intratekaalisesti tuotettujen Borrealia-
spesifisten vasta-aineiden ilmeneminen aivo-selkdydinnesteessa.
Spesifisen intratekaalisen immuunivasteen havaitseminen

on diagnostisesti merkittdvampaa kuin spesifisten vasta-
aineiden mittaaminen seerumista. Liséksi neuroborrelioosissa
spesifinen vasta-ainesynteesi havaitaan usein aiemmin
aivo-selkdydinnesteesta kuin seerumista® > ®.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis on suunniteltu B. burgdorferin
intratekaalisesti tuotettujen 1gG- ja IgM-vasta-aineiden
herkkaan ja suoraan havaitsemiseen. Viiteaineiden (kuten
albumiinin jne.) mittaus ja veri-aivoesteen vahingoittumisen
aiheuttaman seerumin vasta-aineiden aivo-selkdydinnesteeseen
tihkumisen monimutkaisia korjauksia ei tarvita. Edes aivo-
selkdydinnesteen verikontaminaatio selkdydinpunktiossa

ei aiheuta virheellisia positiivisia tuloksia’.

Maarityksessa kaytetdan puhdistettua, natiivia B. burgdorferin
siimaa testiantigeenina. Siima on erittdin immunogeeninen,
aiheuttaa varhaisen, voimakkaan ja pysyvan immuunivasteen®®
ja on intratekaalisen vasta-ainevasteen merkittava

antigeeni'® !, Verrattuna perinteiseen antigeeniin, joka
perustuu spirokeetan koko solun eristamiseen, puhdistettu
natiivi siima-antigeeni parantaa Lymen borrelioosin
serologisten madritysten diagnostista herkkyyttd ja
spesifisyytta™ *2. Lisdksi siiman kdyttdminen testiantigeenina
sopii kaikille maantieteellisille alueille, koska siimalla ei ilmene
merkittdvaa vaihtelua B. burgdorferi -kantojen valilla.

3. TESTIN PERIAATE

Testi perustuu kaappaus-ELISA-periaatteeseen ja koostuu
ihmisen IgG-kaappausmaarityksesta ja ihmisen IgM-
kaappausmaarityksesta intratekaalisesti tuotettujen

B. burgdorferin IgG- ja IgM-vasta-aineiden maaritysta varten.
lhmisen 1gG-kaappausmadritys on kuvattu yksityiskohtaisesti:

Paritetut aivo-selkdydinneste- ja seerumindytteet lisdtdan
mikrokuoppiin, jotka on paallystetty ihmisen 1gG-spesifisilla
vasta-aineilla. Aivo-selkdydinnesteen ja seerumin laimennus
varmistaa, ettd ihmisen IgG-kaappausvasta-aine on
saturoitunut joko aivo-selkdydinnesteesta tai seerumin
1gG:sta. Siksi sama maara kokonais-1gG:ta joko aivo-
selkdydinnesteesta tai seerumista kaapataan mikrokuoppiin.

Kun mikrokuopat on pesty liiallisen proteiinin poistamiseksi,
niihin lisatdan biotinyloitua, natiivia Borrelia-siimaa,

jossa on kompleksina peroksidaasikonjugoitua
streptavidiinia (siimakonjugaattia). Siimakonjugaattia

sitoo vain B. burgdorferi-spesifinen IgG, kun taas ei-

B. burgdorferi-spesifinen IgG ei sido siimakonjugaattia.

Liiallinen siimakonjugaatti poistetaan pesemalld. Yhteen
mikrokuoppaan sitoutuneen siimakonjugaatin maara voidaan
nahda lisdéamalla kromogeenisubstraattia, joka kehittaa sinisen
varin. Reaktio pysaytetaan lisaamalla happoa, mika muuttaa
sinisen varin keltaiseksi. Varin voimakkuus vastaa kiintedaan
faasiin kaapatun B. burgdorferi -spesifisen 1gG:n pitoisuutta.

lhmisen IgM-kaappausmaaritys on samantapainen kuin
ihmisen IgG-kaappausmadaritys, paitsi ettd mikrokuopat

on paallystetty ihmisen IgM-kaappausvasta-aineella.
Normaalisti aivo-selkdydinnesteen 1gG- ja IgM-
kokonaispitoisuudet ovat hyvin pienid verrattuna
seerumitasoihin. Siksi kun intratekaalista B. burgdorferi
-spesifista vasta-ainetuotantoa esiintyy, spesifisten

1gG- tai IgM-vasta-aineiden maara aivo-selkdydinnesteessa
muodostaa paljon suuremman osuuden IgG:n ja IgM:n
kokonaismaarasta kuin seerumista |6ytyvat osuudet. Jos
intratekaalista, spesifista vasta-ainetuotantoa ei ole tai kun
aivo-selkdydinnesteen spesifiset vasta-aineet johtuvat joko
veren kontaminaatiosta tai seerumin tihkumisesta, aivo-
selkdydinnesteen OD-arvo miinus seerumin OD-arvo on < 0.

Taten neuroborrelioosin tapauksessa saadaan aivo-
selkdydinnesteelle merkittavasti korkeampi OD-arvo kuin
seerumindytteelle. Sellaisissa tapauksissa aivo-selkdydinnesteen
OD-arvo miinus seerumin OD-arvo on siten > 0.

Rinnakkain testattujen, paritettujen seerumi- ja aivo-
selkdydinnestendytteiden OD-arvojen vertailu mahdollistaa
sen madrittdmisen, onko B. burgdorferi -spesifiset vasta-
aineet tuotettu intratekaalisesti. Testitulosten laskentakaava
on suunniteltu ottamaan huomioon kaikki maarityksen
sisdinen vaihtelu verrattaessa OD-arvojen eroja paritettujen
aivo-selkdydinneste- ja seerumindytteiden valill&®.

1gG- ja IgM-vasta-aineiden selektiivisen immunokaappauksen
vuoksi muut immunoglobuliiniluokat eivat aiheuta
kompetitiivista hairiota. Konjugoidun testiantigeenin kayttd
estaa lisaksi reumatekijan (RF) aiheuttamat hairict.

MUKANA TOIMITETUT REAGENSSIT

4.

8C
A
Yksi sarja sisaltaa riittdvasti materiaalia 96 madritykseen.
Sarjan kayttoika on ilmoitettu ulomman laatikon
etiketissa. Kayttamattomia komponentteja
on sdilytettava lampotilassa 2-8 °C.
4.1.  IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS -TESTIN SISALTO

=

Kayttoohjeet (IFU)

48 mikrokuoppaa (kuusi 8 mikrokuopan
liuskaa), jotka on paallystetty antihumaani-
1gG:11a (osoitettu G-merkinnall3, joka

on painettu kunkin mikrokuoppaliuskan
pddssa olevaan kielekkeeseen), ja

48 mikrokuoppaa (kuusi 8 mikrokuopan
liuskaa), jotka on paallystetty antihumaani-
1gM:11a (osoitettu M-merkinnalla, joka on
painettu kunkin mikrokuoppaliuskan pdassa
olevaan kielekkeeseen) Kayttamattomien
mikrokuoppien sailyttamiseen toimitetaan
uudelleensuljettava muovipussi. Liuskoja
on kasiteltdva varoen, erityisesti jos kuopat
irrotetaan liuskasta, koska jokainen liuska
on merkitty etiketilld, mutta yksittdisia
kuoppia ei ole.

Yksi pullo kaikkia seuraavia:

MICROTITRATION PLATE

100 ml néytteen laimennusainetta:
puskuroitu liuos, jossa on puhdistusainetta,
mikrobildakettd ja punaista variainetta.

50 ml pesupuskurikonsentraattia x 25:
puskuroitu liuos, jossa on puhdistusainetta
ja mikrobilaaketta.

1,5 ml:n IgG-positiivinen kontrolli:
ihmisen seerumia puskurissa, jossa on
mikrobildakettd ja vihreda variainetta.

1,5 ml:n IgM-positiivinen kontrolli:
ihmisen seerumia puskurissa, jossa on
mikrobildaketta ja keltaista variainetta.

Kylmakuivattu siimakonjugaatti: Biotinyloitu
B. burgdorferi -siima lisattavaksi
rekonstituutiopuskuriin ja kompleksina
peroksidaasikonjugoidun streptavidiinin
kanssa ennen kayttoa.

12,5 ml rekonstituutiopuskuria: puskuroitu
liuos, jossa on antimikrobiainetta ja
sinistd vdriainetta.

1 ml peroksidaasikompleksia:
peroksidaasikonjugoitua streptavidiinia
puskurissa, jossa on kuljettajaproteiineja
ja antimikrobiainetta.

12 ml substraattia: stabiloitu peroksidi
ja 3,3’,5,5 -tetrametyylibentsidiinia
laimennetussa puskuriliuoksessa. TMB:n
on raportoitu olevan ei-karsinogeeninen.
Henkilosuojaimia suositellaan kuitenkin
kaytettavan suoran altistuksen estamiseksi.

25 ml pyséytysliuosta: 0,46 mol/I
rikkihappoa.

4.2, SARJAN KOMPONENTTIEN VALMISTELEMINEN,

SAILYTTAMINEN JA UUDELLEENKAYTTAMINEN
IDEIA Lyme Neuroborreliosis -sarjan muoto mahdollistaa
kuusi yksittdistd ajoa kolmen kuukauden sisalla niin kauan
kuin sarjan etiketissd mainittu vanhenemispdiva ei ole
ohittunut. Sarjan optimaalisen suorituskyvyn varmistamiseksi
on tarkeda, etta kayttdmattomat sarjan komponenttit
valmistellaan ja sdilytetdan seuraavien ohjeiden mukaisesti.

421  Mikrokuopat —

Avaa levypussi leikkaamalla tiivistetta pitkin. Repaise tarvittava
ma&ara antihumaani-IgG-liuskoja (osoitettu G-merkinnalla,

joka on painettu kunkin mikrokuoppaliuskan pdassa olevaan
kielekkeeseen) ja antihumaani-lgM-liuskoja (osoitettu
M-merkinnalld, joka on painettu kunkin mikrokuoppaliuskan
padssa olevaan kielekkeeseen) ja sijoita ne kehykseen.

Yhdella liuskalla voi tehda kaksoismaarityksen yhden potilaan
aivo-selkdydinnesteesta ja seerumista; liuskan muut nelja
mikrokuoppaa kaytetaan positiivisiin ja puskurikontrolleihin.
Jokainen lisdtty 1gG- ja IgM-liuska mahdollistaa paritettujen
naytteiden analysoimisen kahdelta potilaalta. Kun koko
kuuden 1gG-liuskan ja kuuden IgM-liuskan kehys kdytetdan
kerralla, voidaan testata 11 potilaan aivo-selkdydinneste-

ja seerumindytteista 1gG- ja IgM-vasta-aineet.

Aseta kdyttamattomat mikrokuopat uudelleensuljettavaan,
kuivausainetta sisadltdvaan muovipussiin, sulje pussi huolellisesti
ja sdilyta sita lampotilassa 2—-8 °C. Mikrokuoppia voi kayttaa
enintdan 12 viikon ajan ensimmaisen avauskerran jalkeen,
kunhan niitd sailytetaan talla tavalla, tai levyyn merkittyyn
vanhenemispaivaan asti, jos siihen on alle 12 viikkoa.
Mikrokuopat ovat kertakdyttoisia. Niita ei voi kdyttaa uudelleen.

4.2.2  Niytteen laimennusaine —

Kayttovalmis. Sailyta kdyttamatonta naytteen
laimennusainetta lampétilassa 2-8 °C.

4.2.3  Pesupuskurikonsentraatti —

Toimitettu x 25 -konsentraatti. Valmistele

tyovahvuista pesupuskuria lisddmalld suhteessa 1:24
pesupuskurikonsentraattia ja tuoretta deionisoitua tai

tislattua vettd (tai lisda pesupuskurikonsentraatin sisalto

1200 ml:aan tuoretta deionisoitua tai tislattua vettd). Valmistele
tyovahvuinen pesupuskuri tarpeen mukaan kadyttopaivana.
Sailyta kayttaméatonta konsentraattia lampdétilassa 2-8 °C.

Ala sailyta kayttamattomia, laimennettuja pesupuskureita
my6hempaa kédyttod varten (katso kohta 8.2.11).

4.2.4 1gG:n positiivinen kontrolli —[igG PosITIVE conTROL]
Kayttovalmis. Sailyta kdyttamatonta IgG:n

positiivista kontrollia lampétilassa 2—-8 °C.

4.2.5 IgM:n positiivinen kontrolli — lgWPOSITIVE conTROL]
Kayttovalmis. Sdilyta kdyttdmatontd IgM:n

positiivista kontrollia lampotilassa 2—8 °C.

4.2.6 Siimakonjugaatti, peroksidaasi ja
rekonstituutiopuskuri —
Rekonstituoi kylmakuivattu, biotinyloitu Borrelia-
siimakonjugaatti rekonstituutiopuskurin sisaltoon ja lisaa
650 pl peroksidaasikompleksia. Sekoita sisaltd kdaantelemalla.

Rekonstituoitu siimakonjugaatti on valmistettava
vahintddn 1 tunti ennen kdyttoa. Rekonstituoitua
siimakonjugaattia on sailytettdva lampdotilassa 2-8 °C,
ja se on kaytettava 3 kuukauden sisélld, kuitenkin
viimeistdan pullossa mainittuna vanhenemispdivana.
4.2.7  Substraatti—

Kayttovalmis. Sailyta kayttamatonta
substraattia lampotilassa 2—-8 °C.
4.2.8  Pysaytysliuos —
Kayttovalmis. Sailyta kayttamatonta
pysaytysliuosta lampdotilassa 2-8 °C.
5. LISAREAGENSSIT

5.1. REAGENSSIT
Tuore deionisoitu tai tislattu vesi

6. LAITTEET

Seuraavat laitteet ovat pakollisia:

Mitta-astia (2 )

Koeputkia, joissa on noin 5 ml kapasiteettia
Tarkkuusmikropipetteja ja kertakayttoisia karkia

madrien 10-1000 pl annostelemiseen

8-kanavainen pipetti 100 pl:n (valinnaista) annostelemiseen
8-kanavaisen pipetin reagenssiastiat (valinnaista)

Puhdas imukykyinen paperi (johon

mikrokuopat voi taputella kuiviksi)

Muovikansi mikrokuoppalevylle

Mikrotitrauslevyravistin, joka kykenee vahintaan
nopeuteen 500 r/min ja jonka radan halkaisija on

3-4 mm. Lisdtietoa levyravistelijoiden sopivuudesta

saat paikalliselta jalleenmyyjalta.

Ajastin

Automaattinen levypesuri (valinnainen) tai sopiva laitteisto
8 mikrokuoppaliuskan pesemiseen (katso kohta 9.2.3).

Huomautus: Jos pestddn vahemman kuin kahdeksan
testimikrokuoppaa liuskassa kdyttamalla automaattista
pesuria, jossa on kahdeksan mikrokuopan pd3, on
tarkeaa tayttaa liuska kokonaan tyhjilla mikrokuopilla.
Spektrofotometri tai EIA-levyn lukija, joka kykenee
lukemaan 96-mikrokuoppalevyn 8 mikrokuopan liuskasta
absorbanssilla 450 nm ja jonka viitearvona on 620-650 nm.
(Valinnaista, kohta 9.3, Testitulosten lukeminen.)

7. VAROTOIMET

7.1. VAROTOIMET

7.1.1 Vain ammattilaiskayttoon.

7.1.2 Toimintahdirion sattuessa laitetta ei saa kayttaa.
7.13 Katso lisdtietoa mahdollisesti vaarallisista
komponenteista kdyttéturvallisuustiedotteesta,
joka on saatavilla ThermoFisherin

verkkosivuilta, ja tuotteen merkinngista.

Kaikki vakavat laitteeseen liittyvat tapahtumat on
ilmoitettava valmistajalle ja kdyttdjan ja/tai potilaan
sijaintimaan toimivaltaisille viranomaisille.

Vaikka positiivisten kontrollien valmistamisessa
kaytetty seerumi on testattu yksittdin ja todettu
negatiiviseksi hepatiitti B -viruksen pinta-
antigeenien ja HIV- ja hepatiitti C -vasta-aineiden
osalta, positiivisia kontrolleja on kasiteltava
mahdollisesti tartuntavaarallisina materiaaleina.
Pysaytysliuos sisdltaa rikkihappoa (0,46 mol/l).
Valta kosketusta silmien ja ihon kanssa

kayttamalla suojavaatetusta ja suojalaseja.

Al4 sy, juo, tupakoi, séilyta tai valmistele ruokia
tai meikkaa maaritellylla tyoskentelyalueella.

Ala pipetoi materiaaleja suulla.

Kayta kertakayttoisia kasineitd, kun kasittelet kliinisia
ndytteitd, ja pese kddet aina, kun olet tydskennellyt
tartuntavaarallisten materiaalien parissa.

Havitd kaikki kliiniset ndytteet ja positiiviset
kontrollit paikallisen lainsaddannon mukaisesti.
Pesupuskurikonsentraatti sisaltaa tris-hydrokloridia,
joka on luokiteltu vaaralliseksi saddoksessa

(EY) nro 1272/2008. Seuraavat vaara (H)- ja
varotoimenpide (P) -lausekkeet ovat voimassa:

7.1.7

7.1.8

7.19

7.1.10

7.1.11

VAROITUS [H315 Arsyttaa ihoa.

H319 Arsyttaa voimakkaasti silmia.

P332+P313 |Jos ilmenee ihodrsytysta:
Hakeudu laakariin.

P305+P351 |JOS KEMIKAALIA JOUTUU

+P338 SILMIIN: Huuhtele huolellisesti
vedelld usean minuutin ajan.
Poista piilolinssit, jos sen voi tehda
helposti. Jatka huuhtomista.

P280 K&yt suojakasineitd/
suojavaatetusta/silmiensuojainta/
kasvonsuojainta.

7.2.
7.2.1

TEKNISET VAROTOIMET
Komponentteja ei saa kdyttaa etiketteihin painetun
viimeisen kayttépaivan jilkeen. Al4 sekoita tai
vaihda keskendan reagenssierid, lukuun ottamatta
vakioreagensseja (ndytteen laimennusaine,
pesupuskurikonsentraatti, substraatti ja pysaytysliuos).

Reagenssit toimitetaan kiinteina tyopitoisuuksina.

Se vaikuttaa testin suorituskykyyn, jos reagensseja
muokataan tai niita sailytetaan muissa

olosuhteissa kuin kohdassa 4.2 méaaritetyissa.
Reagenssien kontaminaatiota on viltettava.

Kayta erillisia kertakdyttoisia pipetteja tai pipetin
karkia jokaiseen ndytteeseen, kontrolliin tai
reagenssiin, jotta valtat joko naytteiden tai kontrollien

7.2.3
7.2.4

kontaminaation, mika voi aiheuttaa virheellisia tuloksia.

7.2.5 Valta metalli-ionien ja hapettavien aineiden

aiheuttamaa kontaminaatiota.
7.2.6 Sailyta deionisoitua tai tislattua vetta konsentroidun
reagenssin laimentamiseen puhtaissa astioissa,
jotta ei tapahdu mikrobikontaminaatiota.
Ala kayta substraattia, jos siina nakyy sinistd
varia ennen sen lisdéamista mikrokuoppiin.
Suojaa substraatti valolta.
Mikrokuoppia ei voi kdyttaa uudelleen.
Manuaalinen tai automaattinen pesulaitteisto ei
saa sisdltad mikrobikontaminaatiota, sen taytyy
olla kalibroitu oikein ja sitd on kunnossapidettava
valmistajan ohjeiden mukaisesti.
Al3 sailyta kayttamatonta tydvahvuista pesupuskuria
my6hempaa kdyttdd varten. Kun pesupuskuriastioita
ei kdytetd, ne on huuhdeltava deionisoidulla
tai tislatulla vedelld ja jatettdva kuivumaan.

7.2.8
7.29
7.2.10

7.2.11

8. NAYTTEIDEN OTTAMINEN JA VALMISTELEMINEN
8.1. NAYTTEENOTTO

IDEIA Lyme Neuroborreliosis -sarja on tarkoitettu
ihmisten paritettujen aivo-selkdydinneste- ja
seerumindytteiden testaamiseen samanaikaisesti.

Paritetut aivo-selkdydinneste- ja seerumindytteet on
otettava potilaalta samaan aikaan. Aivo-selkdydinnestetta
tarvitaan vahintaan 0,5 ml; mielelldaan 1-2 ml, koska tama
mahdollistaa testin toistamisen ja/tai testin tekemisen
niin, ettd aivo-selkdydinnestettd ei ole laimennettu

niin paljon. Seerumindytteeksi riittaa 0,5 ml.

Sameiden ja viskoosisten ndytteiden testaus voi johtaa
epaluotettaviin tuloksiin pipetointivirheiden vuoksi.

Parillisia aivo-selkdydinneste- ja seerumindytteitd voi sailyttaa
14 vuorokautta lampotilassa 2—8 °C ennen testausta ja
enintaan 6 kuukautta lampotilassa —20 °C tai kylmemmassa.

8.2.  NAYTTEIDEN VALMISTELEMINEN

Laimenna aivo-selkdydinndytteita 1+4 lisddmalla 100 pl
aivo-selkdydinnestettd 400 pl:aan ndytteen laimennusainetta.

Laimenna seerumindytteitd 1+200 lisaamalla 10 pl
seerumia 2 ml:aan ndytteen laimennusainetta.

9. TESTITOIMENPIDE

KATSO KOHTAA 7.2, TEKNISET VAROTOIMET,
ENNEN KUIN TEET TESTITOIMENPITEEN.

9.1. TOIMENPITEESEEN LITTYVAT HUOMAUTUKSET
9.1.1 Maéarityksen suorituksen validointi perustuu kaikkien
naytteiden samanaikaiseen duplikaattitestaukseen.
Jos potilasnaytteitd on tarkoitus ajaa yksittdin, on
suositeltavaa tehda niin vasta sen jalkeen, kun on
tutustuttu maarityksen suorituskykyominaisuuksiin.
Madrityksen sisdinen variaatio (CV%) on noin 50 %
suurempaa yksittdismaarityksen perusteella.

Jos nopeuteen 500 r/min kykenevaa ravistinta

ei ole kaytettdvissa, mikrokuoppaliuskojen
ravistamisnopeus kahdessa inkubaatiovaiheessa
voidaan pienenti3 nopeuteen 300 r/min ilman,
ettd se vaikuttaa maarityksen suorituskykyyn, tai
kaytettavissa on staattinen inkubaatioprotokolla,
ota yhteytta paikalliseen jélleenmyyjdan

saadaksesi lisdtietoja sopivista protokollista.

9.2. MAARITYSMENETTELY

HUOMAUTUS: Maaritysmenettely edellyttaa
mikrotitrauslevyravistimen kayttdd. Lisatietoa ravistelijoiden
sopivuudesta saat paikalliselta jalleenmyyjalta.

Jos kdytetadn useita liuskoja, on suositeltavaa
kayttaa 8-kanavaista pipettia konjugaatin,
substraatin ja pysaytysliuoksen lisaédmiseen.
9.2.1

Pane tarvittava maara mikrokuoppia mikrokuoppapidikkeeseen.
Lisdd 100 pl laimennettua potilaan aivo-selkdydinnestetta ja
seerumia anti-IgG-liuskan ja anti-lgM-liuskan duplikaattisiin
mikrokuoppiin. Liuskoja on kasiteltava varoen, erityisesti
jos kuopat irrotetaan liuskasta, koska jokainen liuska

on merkitty etiketilld, mutta yksittdisia kuoppia ei ole.

Lisad 100 pl IgG-positiivista kontrollia kahteen anti-
1gG-mikrokuoppaan ja 100 pl IgM-positiivista kontrollia
kahteen anti-lgM-mikrokuoppaan. Lisda naytteen
laimennusainetta erillisiin 1gG- ja IgM-mikrokuoppiin.
(Vahintaan yksi ndytteen laimennusaineen mikrokuoppa

on sisallytettava jokaiseen testattavaan ndyte-erdan.)

9.2.2

Peita mikrokuopat ja inkuboi niita ravistimessa
huoneenldmmassa (20-25 °C) ravistamalla 60 minuutin ajan.

9.23

Mikrokuopat on pestava tydvahvuisella
pesupuskurilla (katso kohta 4.2.3).

Néytteen ja kontrollin lisédminen

Naytteen inkubointi

Mikrokuoppien peseminen

Pesutekniikka on darimmaisen tarkea testin tekemiselle ja pesu
on tehtdva niin, ettd mikrokuopat varmasti tayttyvat (vahintaan
350 ul:lla tyévahvuista pesupuskuria) ja tyhjenevat kokonaan.

Nelja pesujaksoa on tarpeen joko automaattisella tai
manuaalisella pesutekniikalla, mihin tulee sisaltya

2 minuutin liotusjakso toisessa pesussa tai yhteensa

2 minuutin liotusjakso koko pesutoimenpiteen aikana.

Manuaalinen pesu

Jos peset mikrokuoppia manuaalisesti, aspiroi tai ravista
mikrokuoppien sisdlto pois ja kdyta dskettdin valmistettua
pesupuskuria. Varmista mikrokuoppien taydellinen
tdyttyminen ja tyhjeneminen. Poista aina pesuvaiheiden
valissa kaikki jaljelle jaanyt pesupuskuri naputtamalla
ylésalaisin olevia mikrokuoppia puhtaaseen imukykyiseen
paperiin. Manuaalisen pesun tehokkuuden voi varmistaa
paremmin lisddmalld pesupuskurin kulmassa, jotta
mikrokuopissa syntyy vorteksi. Viimeisen pesun jalkeen
levy on kddnnettava yldsalaisin ja taputeltava imukykyiseen
paperiin, jotta viimeiset pesupuskurijaamat lahtevat.
Automaattinen pesu

Automaattisiin pesureihin on ohjelmoitava nelja pesusyklia,
ja vastaava 2 minuutin liotusaika on sisallytettdva

koko pesujaksoon. Pesurit on kalibroitava oikein, jotta
mikrokuopat tayttyvat ja tyhjenevat taydellisesti pesujen
valissa. Viimeisen pesun jdlkeen levy on kddnnettava
ylésalaisin ja taputeltava imukykyiseen paperiin,

jotta viimeiset pesupuskurijaamat lahtevat.

9.2.4

Sekoita siimakonjugaatti kdantelemalla. Lisaa 100 pl
siimakonjugaattia kuhunkin mikrokuoppaan.

9.25

Peita mikrokuopat ja inkuboi niita ravistimessa
huoneenldmméssa (20-25 °C) ravistamalla 60 minuutin ajan.

9.2.6
Pese mikrokuopat kohdan 9.2.3 ohjeiden mukaisesti.
9.2.7
Lisad 100 pl substraattia kuhunkin mikrokuoppaan.

Konjugaatin lisddminen

Konjugaatin inkubaatio

Mikrokuoppien peseminen

Substraatin lisddminen ja inkubointi

Peita mikrokuopat ja inkuboi niitd huoneenlammassa
(20-25 °C) ravistamatta 10 minuutin ajan.

9.2.8

Lisda 100 pl pysaytysliuosta kuhunkin mikrokuoppaan. Varmista,
ettd mikrokuoppien sisdlto on sekoitettu perusteellisesti. Tama
vérillinen tuote on vakaa 30 minuutin ajan. Al4 altista suoralle
auringonvalolle, koska varillinen tuote voi vaaleta valossa.

9.3.  TESTITULOSTEN LUKEMINEN
9.3.1 Fotometrinen luenta

Mikrokuopat on luettava fotometrisesti 30 minuutin kuluessa
pysaytysliuoksen lisddmisesta. Sekoita mikrokuoppien sisaltod

ja lue kunkin mikrokuopan absorbanssi kayttamalld sopivaa
spektrofotometria tai EIA-levyn lukijaa, jonka asetuksena on

450 nm. Tarkista, ettd mikrokuoppien pohjat ovat puhtaita ennen
luentaa ja ettd niissa ei ole vierasainetta. Lukija on nollattava
ilmaan (ts. llman levya vaunussa) ennen levyn skannaamista.

Reaktion pysdyttdminen



Vaihtoehtoisesti jos spektrofotometri tai EIA-levylukija
sallii viiteaallonpituuden (620-650 nm) kadyttamisen, on
tehtdva kaksoisaallonpituuden luenta, koska tama poistaa
mikrokuoppien optisen pinnan poikkeamien, kuten lian
tai merkintdjen, aiheuttaman mahdollisen hdirién.

9.4. YHTEENVETO IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS
-MAARITYSMENETTELYSTA

Varmista, etta

6n (15-30 °C) ennen kayttéa

Lisaa 100 pl ia tai

Peit ja inkuboi lampétilassa
20-25 °C ravistamalla 60 minuutin ajan
Pese (x 4)

Lisad 100 pl siimakonjugaattia

Peita ja inkuboi lampétilassa
20-25 °C ravistamalla 60 minuutin ajan

Pese (x 4)

Lisaa 100 pl substraattia

Peita ja inkuboi lampétilassa
20-25 °C ravistamalla 10 minuutin ajan

Lisaa 100 pl pyséytysliuosta

Lue absorbanssi fotometrisesti 450 nm:ssa (viite 620-650 nm)

10. LAADUNVALVONTA JA TULOSTEN TULKITSEMINEN

10.1. PUSKURIKONTROLLI
Laske kahden puskurikontrollimikrokuopan OD-keskiarvot.

Puskurikontrollin OD-keskiarvon pitaa olla alle 0,100,
mutta yli 0,000 (kahden aallonpituuden luenta).

Jos arvo on yli 0,100, syyna voi olla riittdmaton substraatin pesu
tai sen kontaminaatio. Jos arvo on alle 0,000, ELISA-lukija on
nollattava uudelleen ilmaan ja mikrokuopat luettava uudelleen.

Jos laadunvalvontavaatimukset eivat tayty, testitulokset
eivat ole validit ja maaritys on toistettava.

10.2. IgG-POSITIIVINEN KONTROLLI JA IgM-
POSITHVINEN KONTROLLI

Laske 1gG-positiivisen ja IgM-positiivisen kontrollin

OD-keskiarvot. Duplikaattitestin yksittdisten OD-arvojen

ei pitdisi erota enempaa kuin 15 % OD-keskiarvosta.

Kummankin, 1gG-positiivisen ja IgM-positiivisen kontrollin,
OD-keskiarvon pitaa olla vdhintaan 0,500. Jos nama

arvot ovat alle 0,500, se voi johtua riittdmattomasta
pesusta, riittdmattomasta ravistamisesta inkubaatioiden
aikana tai alhaisesta ymparistolampdtilasta, erityisesti
substraattiliuoksella inkuboinnin aikana.

Jos laadunvalvontavaatimukset eivat tayty, testitulokset
eivat ole validit ja maaritys on toistettava.

10.3. POTILASNAYTTEET

Laske kunkin potilaan aivo-selkdydinndytteen OD-keskiarvo
(OD csF) ja seerumindytteen OD-keskiarvo (OD serum)

1gG- ja IgM-madritystd varten. OD-arvojen ei pitdisi erota
enempaa kuin 15 % keskiarvosta. Kaikki muunlaiset
ndytteet on testattava uudelleen. Jos molemmat
mikrokuopat tuottavat kuitenkin negatiivisen tuloksen,

yli 15 %:n ero voidaan hyvdksyd ilman uusintatestausta,
koska matalat OD-arvot mitataan vdhemman tarkasti.

Spesifinen vasta-aineindeksikaava on annettu

alla. Laske 1gG:n (I 16G) ja IgM:n (I 16M) spesifinen
vasta-aineindeksi. Indeksia ei pida laskea, jos aivo-
selkdydinnestemaarityksen OD-keskiarvo on alle 0,150.
Kaikki tallaiset testitulokset on raportoitava negatiivisina.

OD csr
Indeksi = X (OD¢; - OD seerumI)
OD sEERUMI
10.4. TULOSTEN TULKITSEMINEN

10.4.1
Tulkitse seuraavasti:

Kvalitatiivinen tulkinta

Intratekaalisten B. burgdorferin 1gG-vasta-
aineiden tuotanto negatiivista:
1166<0,3
tai OD csr< 0,150
Intratekaalisten B. burgdorferin 1gG-vasta-
aineiden tuotanto positiivista:
1166 20,3
Intratekaalisten B. burgdorferin 1IgM-vasta-
aineiden tuotanto negatiivista:
liem< 0,3
tai OD csF< 0,150
Intratekaalisten B. burgdorferin IgM-vasta-
aineiden tuotanto positiivista:

lieM 20,3

10.4.2

Mitd korkeampi saatu indeksiarvo on, sitd huomattavampaa
on spesifisen intratekaalisen vasta-aineen tuotanto.
Indeksiarvot voivat olla 100 tai jopa enemman.

Semikvantitatiivinen tulkinta

Spesifinen vasta-aineindeksi on erittain herkka,
semikvantitatiivinen intratekaalisen vasta-ainetuotannon
mittari, koska se maaraytyy intratekaalisen vasta-ainetuotannon
nopeuden, veriaivoesteen lapdisevyyden ja spesifisten
seerumivasta-aineiden tason mukaan. Siten myéhemmissa
hoidon jalkeisissa ndytteissa muutos on katsottava merkittavaksi
vain, jos positiivisesta indeksista tulee < 0,3 tai jos se laskee tai
nousee enemman kuin 5 kertaa. Nama ovat vain suuntaviivoja.

10.4.3

Tulosten ilmaiseminen

Intratekaalista vasta-aineen tuotantoa tapahtuu teoriassa,
jos OD cse/OD seerumi > 1. Tdma olettamus ei kuitenkaan ole
turvallinen maarityksen sisdisen variaation takia, erityisesti
OD-vaihteluvalin alapdédssa. OD-arvon nettoero (OD csr —
OD seerumi) antaa tarkempaa tietoa, mutta maarityksen
sisdisen variaation takia intratekaalista vasta-ainesynteesia
osoittava pienin OD-ero suurenee OD-arvojen suuretessa.
Nama puutteet poistuvat kertomalla UD-suhde OD-erolla,
kuten spesifisessa vasta-aineindeksissad on ilmoitettu (1).
Positiivisen tuloksen indeksiarvon alaraja 0,3 varmistaa,
ettd OD csk on merkittavasti korkeampi kuin OD seerumi’.

Huomautuksia tulosten tulkitsemisesta

Positiiviset tulokset

1gG- ja/tai IgM-indeksi 20,3 ja samanaikainen mononukleaarinen
pleosytoosi aivo-selkdydinnesteessa viittaa voimakkaasti

Lymen neuroborrelioosiin. (Korkea CSF-OD-arvo itsessaan

ei viittaa intratekaaliseen vasta-ainetuotantoon.)

IgM-indeksi 2 0,3 yleensa viittaa alle 6 kuukautta kestdneeseen
sairauteen. Spesifisen IgM:n intratekaalinen synteesi on

vahva indikaatio neuroborrelioosista, mutta IgM ei ole
pakollinen [6ydos. Potilailla, joilla on yli 6 kuukautta kestényt
aktiivinen neuroborrelioosi, on yleensa vain spesifisen 1gG:n
intratekaalista synteesid ja heilld havaitaan IgG-indeksi > 0,3.

Negatiiviset tulokset

Negatiivinen tulos, eli IgG- ja IgM-indeksi < 0,3, seka
samanaikainen mononukleaarinen pleosytoosi aivo-
selkdydinnesteessa ei sulje pois Lymen neuroborrelioosin
kliinista diagnoosia. Tama on voimassa erityisesti, kun
aika neurologisten oireiden alkamisen ja seerumi- ja
aivo-selkdydinndytteen ottamisen vililld on lyhyt.

Useimmilla hoitamattomilla potilailla, joilla on selvia kliinisia
merkkeja neuroborrelioosista, aivo-selkdydinnesteen
spesifiset vasta-aineet muuttuvat havaittaviksi 2. viikolla
neurologisten oireiden alkamisen jalkeen®. Potilailla,

joilla on varhainen neuroborrelioosi ja negatiivinen
testitulos, myéhempi nayte voi usein osoittautua
positiiviseksi, myods hoidon aloittamisen jalkeen.

IgM-indeksi < 0,3 ei aina sulje pois spesifista intratekaalista
IgM-synteesia. Sellaisen korkean (> 1,0) IgM OD-arvon
saaminen aivo-selkdydinnesteestd, joka on sama tai viela
pienempi kuin vastaava seerumin IgM-arvo, voi silti viitata
intratekaaliseen vasta-ainesynteesiin, jos veri-aivoesteen
vaikea vaarantuminen voidaan sulkea pois®.

Hoidon jilkeiset ndytteet

Mydhempien hoidon jélkeisten aivo-selkdydinneste-/
seerumindytteiden arviointi: Asianmukaisen antibioottihoidon
jalkeen spesifinen IgM-indeksi pienenee ja 6-9 kuukauden
jalkeen indeksi on yleensa < 0,3. Kohonnut IgG-indeksi sailyy
usein vuosia tdydellisestd parantumisesta huolimatta.
1gG-indeksi 2 0,3 ilman samanaikaista mononukleaarista
pleosytoosia aivo-selkdydinnesteessa on harvinainen 16ydos,
hoidon jalkeisid naytteitd lukuun ottamatta. Tama I6ydos

voi siksi viitata aiempaan neuroborrelioosiepisodiin.

11. SUORITUSKYVYN RAJOITUKSET

11.1.  Aivo-selkdydinnestenaytteen liiallinen
verikontaminaatio voi johtaa virheellisen

mataliin spesifisiin vasta-aineindekseihin.

11.2.  B. burgdorferin ja Treponema pallidumin
antigeenisuhteen vuoksi serologisia ristireaktioita,
vaikka ne ovatkin harvinaisia, voi ilmeta

potilailla, joilla on dskettdin tai alemmin ollut
neurosyfilis'®. Serologinen erottelu on mahdollista
kayttamalla Treponemal-testejd, kuten T pallidum
-hemagglutinaatiomaaritystd, tai ei-treponemal-testejd,
kuten RPR-testid tai VDRL-testia (Venereal Disease
Research Laboratory). Ndma testit ovat negatiivisia
potilailla, joilla on pelkka B. burgdorferi -infektio.

11.3.  Aiempi antibioottihoito voi kumota vasta-
ainevasteen ja siten tehda serologisista

|6ydoksista vihemman ennustettavissa olevia.

Naytteiden ottaminen sairauden varhaisessa vaiheessa
voi johtaa negatiivisiin testituloksiin (katso kohta 10).

Se haittaa testin suorituskykyd, jos reagensseja
muokataan tai niita sailytetadn muissa

olosuhteissa kuin kohdassa 4.2 madritetyissa.
Testitulokset on tulkittava yhdessa epidemiologisista
tutkimuksista saatavilla olevien tietojen,

potilaan kliinisen arvioinnin ja muiden

diagnostisten toimenpiteiden kanssa.
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15. SYMBOLIEN SELITYS

Luettelonumero

In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu
ladkinnallinen laite

Katso kayttoohjeet (IFU)

Lampotilarajoitukset (sailytyslampatila)

Sisalto riittaa <n> testiin

Erdkoodi (erdanumero)

g Viimeinen kayttopaiva

T\d_if Pidettdva poissa auringonvalosta
Valmistele
Maahantuoja

Yksilollinen laitetunniste

Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisossa

Spesifinen vasta-aineindeksi > 0,3 osoittaa aina
spesifisten vasta-aineiden intratekaalista synteesia.

Neuroborrelioosipotilailla intratekaalinen vasta-ainesynteesi
alkaa yleensd toisella viikolla neurologisten oireiden alkamisen
jalkeen. Spesifinen 1gG- ja/tai IgM-tuotanto on havaittavissa

= 80 %:lla potilaista, joilla on varma neuroborrelioosi,
kolmannen viikon alkuun mennessa ja kaikilla potilailla

6-8 viikkoa neurologisten oireiden alkamisen jalkeen’.
Intratekaalisen vasta-ainetuotannon puuttuminen tai spesifisten
vasta-aineiden lasn&olo aivo-selkdydinnesteessd seerumista
tihkumisen tai aivo-selkdydinnesteen verikontaminaation

vuoksi antaa vasta-aineindeksien arvoja < 0.

13. SPESIFISET SUORITUSKYKYOMINAISUUDET

Paritetut aivo-selkdydinneste- ja seerumindytteet 25
potilaalta, joilla oli kliinisesti maaritetty varhainen Lymen
neuroborrelioosi, testattiin IDEIA Lyme Neuroborreliosis -testilla.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Potilasméaara
Positiivinen intratekaalisesti tuotettujen IgG-vasta-aineiden osalta 18
Negatiivinen intratekaalisesti tuotettujen IgG-vasta-aineiden osalta 7
Positiivinen intratekaalisesti tuotettujen IgM-vasta-aineiden osalta 12
Negatiivinen intratek i tuotettujen IgM-vasta-aineiden osalta 13
Positiivinen intratekaalisesti tuotettujen IgG- ja/ 19

tai IgM-vasta-aineiden osalta

Negatiivinen intratekaalisesti tuotettujen 6

IgG- ja/tai IgM-vasta-aineiden osalta

Spesifinen vasta-aineindeksi > 0,3 I6ytyi IgG:n osalta 72 %:lta

ja IgM:n osalta 48 %:Ita ndista 25 potilaasta, joilla oli varhainen
Lymen neuroborrelioosi. Vain yhdella potilaalla oli spesifistad
IgM-synteesia ilman samanaikaista 1gG-synteesid. Joillakin
potilailla, joilla oli matalat IgG-indeksit, oli kuitenkin IgM-
indeksin arvot > 0,3. Siksi diagnostiset todisteet lisddantyvat, kun
tutkitaan seka spesifinen 1gG:n ettd IgM:n synteesi. 19 potilasta
25:std (76 %), joilla oli varhainen Lymen neuroborrelioosi,
tunnistettiin IDEIA Lyme Neuroborreliosis -testilla.

13.1. RISTIREAKTIIVISUUS

Positiivinen tulos osoittaa aina intratekaalista B. burgdorferi
-vasta-ainetuotantoa, paitsi kun testataan naytteita
neurosyfilispotilailta. Ndiden potilaiden ndytteet voivat antaa
virheellisesti positiivisia tuloksia. B. burgdorferi -spesifinen
vasta-aineindeksi pysyy kuitenkin yleensa matalana. Lisédksi

on johdonmukaista, ettd ristireagoivat aivo-selkdydinnesteen
vasta-aineet sekd seerumin vasta-aineet kuuluvat IgG-luokkaan?.

Intratekaalisen polyklonaalisen B-soluaktivaation merkitys
virheellisesti positiivisten IgM-tulosten syyna on tuntematon?.
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1. NUMATYTASIS NAUDOJIMAS

,IDEIA™ Lyme Neuroborreliosis“ yra kokybinis fermentinis
imunologinis  tyrimas, skirtas  klinikiniuose = méginiuose
aptikti  intratekalinius Zmogaus antikiinus 1gG ir I1gM pries

Borrelia burgdorferi sensu lato. Tyrimo rezultatai skirti padéti
gydytojams diagnozuoti Laimo neuroborelioze. Priemoné néra
automatiné, skirta naudoti tik profesionalams ir néra papildoma
diagnostikos priemoné.

- Skirta naudoti in vitro diagnostikai.
2. SANTRAUKA

Laimo boreliozé yra daugiasisteminé infekcija, kurig sukelia erkiy
spirochetos B. burgdorferi sensu lato*2.

Nervy sistemos pazeidimas, vadinamas neuroborelioze, yra daznas
ir sunkus sutrikimas, kuriuo pasireiskia Laimo boreliozé3.

Reikalingas jautrus ir patikimas neuroboreliozés diagnostikos
tyrimas, nes kai kurioms kitoms ligoms budingi panasis
simptomai, taciau neuroborelioze, priesingai nei daugel;j Siy ligy,
galima gydyti antibiotikais.

Siuo metu geriausias aktyvios neuroboreliozés indikatorius yra
uzdegiminiai nugaros smegeny skyscio (CSF) pokyciai, ypac
mononukleariniy lasteliy kiekio padidéjimas (mononukleariné
pleocitozé), kartu su CSF aptinkamais intratekaliniais specifiniais
Borrelia antikinais. Specifinio intratekalinio imuninio atsako
aptikimas diagnostiskai yra reikSmingesnis nei specifiniy antikliny
kiekio serume matavimas. Be to, sergant neuroborelioze
specifiniy antikliny sintezé CSF prasideda ankséiau nei serume*>®.

,IDEIA Lyme Neuroborreliosis” skirtas jautriai ir tiesiogiai
aptikti intratekalinius 1gG ir IgM antikiinus pries B. burgdorferi.
Nereikia atlikti pamatiniy medzZiagy (pavyzdziui, albumino
ir kt.) matavimo ir sudétingo koregavimo, susijusio su serumo
antikliny transudacija j CSF, pasireiskiancia dél kraujo ir CSF
barjero pazeidimo. Klaidingai teigiami rezultatai negaunami
net tuo atveju, jeigu nugaros smegeny punkcijos metu j CSF
patenka kraujo’.

Siame tyrime kaip tiriamasis antigenas naudojamas isgrynintas
natyvusis B. burgdorferi Fiuzelis. Ziuzelis yra labai imunogenigkas,
sukeliaankstyva, stipryirilgalaikjimuninjatsaka®°iryra pagrindinis
antigenas, sukeliantis intratekaliniy antikliny atsakg*®**. Palyginus
su jprastu antigenu, kuris gaunamas i$ visos spirochetos lgstelés
ekstrakto, iSgrynintas natyvusis ZiuZelio antigenas uZtikrina
geresnj diagnostinj Laimo boreliozés serologinio tyrimo jautruma
ir specifiskuma>!?. Be to, ZiuZelj galima naudoti kaip tyrimo
antigeng visose geografinése vietovése, nes B. burgdorferi
padermiy ZiuZeliai neturi reikSmingy skirtumuy.

3. TYRIMO PRINCIPAS

Tyrimas paremtas sulaikymo ELISA principu ir jj sudaro Zmogaus
1gG sulaikymo tyrimas bei Zmogaus IgM sulaikymo tyrimas,
kad baty galima nustatyti intratekalinius atitinkamai 1gG ir IgM
antiklinus pries B. burgdorferi. Toliau pateikiamas iSsamus
Zmogaus 1gG sulaikymo tyrimo aprasymas.

Poriniai CSF ir serumo meéginiai jdedami j mikrosulinélius,
padengtus Zmogaus IgG specifiniais antikdinais. CSF ir serumo
atskiedimas uZtikrina, kad antiZmogaus 1gG sulaikymo antiklnas
prisotinamas CSF arba serumo IgG. Todél sulinéliuose sulaikomas
tas pats viso I1gG is CSF arba serumo kiekis.

Praplovus mikroSulinélius, kad blty pasalintas baltymy perteklius,
i mikrosulinélius pridedama biotinilinty natyviyjy Borrelia zZiuzeliy
ir su peroksidaze konjuguoto streptavidino komplekso (Ziuzelio
konjugatas). Prie ZiuZelio konjugato prisijungia tik B. burgdorferi
specifinis 1gG, o ne B. burgdorferi specifinis IgG nesijungia prie
ZiuzZelio konjugato.

Ziuzelio  konjugato  perteklius  pasalinamas  plaunant.
MikroSulinélyje  prisijungusio  ZiuZelio  konjugato  kiekis
vizualizuojamas pridedant chromogeninio substrato, dél

kurio iSryskéja meélyna spalva. Reakcija sustabdoma pridéjus
ragsties, dél kurios mélyna spalva pasikeicia j geltona. Spalvos
intensyvumas atitinka ant kietos fazés sulaikyty B. burgdorferi
specifiniy 1gG kiekj.

Zmogaus 1gM sulaikymo tyrimas yra panadus j zmogaus IgG
sulaikymo tyrimg, iSskyrus tai, kad mikrosulinéliai padengiami
antiZmogaus IgM sulaikymo antikdnais.

Paprastai bendra IgG ir IgM koncentracija CSF skystyje yra labai
maza palyginus su koncentracija serume. Dél Sios prieZasties,
vykstant intratekalinei B. burgdorferi specifiniy antikiiny gamybai,
specifiniy 1gG arba IgM antikliny kiekis CSF skystyje sudarys
atitinkamai daug didesne bendro IgG ir IgM kiekio dalj nei serume
aptinkamas kiekis. Jeigu intratekaliné specifiniy antikiny gamyba
nevyksta arba jeigu CSF skystyje specifiniy antikiny yra dél
uztersimo krauju arba dél transudacijos i$ serumo, CSF OD vertés
ir serumo OD vertés skirtumas yra <0.

Todél neuroboreliozés atveju CSF OD verté yra daug didesné
palyginus su serumo méginio OD verte. Tokiais atvejais CSF OD
vertés ir serumo OD vertés skirtumas yra >0.

Palyginus lygiagreciai istirty poriniy serumo ir CSF méginiy OD
vertes galima nustatyti, ar gaminasi intratekaliniai specifiniai
B. burgdorferi antiklinai. Tyrimo rezultaty skai¢iavimo formulé
sukurta taip, kad lyginant poriniy CSF ir serumo méginiy OD verciy
skirtumus bty atsizvelgta j visus skirtumus tarp tyrimy®.

Dél selektyvaus 1gG ir 1gM antikliny imunologinio sulaikymo
nepasireiskia kity imunoglobuliny klasiy konkurenciniy trikdZiy.
Konjuguoto tyrimo antigeno naudojimas papildomai apsaugo nuo
reumatoidinio faktoriaus (RF) trikdZiy.

4. PATEIKIAMI REAGENTAI
1
2C
Kiekviename rinkinyje yra medziagy, kuriy pakanka 96 tyrimams.
Rinkinio tinkamumo naudoti laikotarpis nurodytas iSorinés

déZutés etiketéje.  Nenaudotus komponentus laikykite
2-8 °C temperatiroje.

F-Y

.1.  ,IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS*
SUDEDAMOSIOS DALYS

MICROTITRATION PLATE

TYRIMO

Naudojimo instrukcijos (IFU)

48 mikrosulinéliai (6 juostelés po
8 mikrosulinélius), padengti antizmogaus I1gG
(pazyméti G raide, atspausdinta kiekvienos
mikroSulinéliy juostelés gale esancioje
korteléje), ir 48 mikrosulinéliai (6 juostelés po
8 mikrosulinélius), padengti antiZmogaus IgM
(pazyméti M raide, atspausdinta kiekvienos
mikroSulinéliy juostelés gale esancioje
korteléje). Pakartotinai uZzsandarinamas
plastikinis maiselis, skirtas nenaudotiems
mikrosulinéliams laikyti. AtidZiai naudokite
juosteles, ypac jeigu Sulinéliai atskirti nuo
juostelés, nes pazyméta kiekviena juostelé,
o atskiri Sulinéliai nepazymeéti.

Po vieng visy toliau nurodyty medziagy buteliuka:

100 ml, méginio skiediklis: Buferinis tirpalas
su detergentu, antimikrobine medzZiaga,

nudaZytas raudonais dazais.

50 ml, plovimo buferio koncentratas x25:
Buferinis tirpalas su detergentu ir
antimikrobinémis medziagomis.

1,5 ml, 1gG teigiama kontroliné medziaga:
Zmogaus serumas buferiniame tirpale
su antimikrobine medZiaga, nudazytas
Zaliais dazais.

1,5 ml, IgM teigiama kontroliné medZiaga:
Zmogaus serumas buferiniame tirpale su
antimikrobine medziaga, nudazytas geltonai.

Liofilizuotas ZiuZelio konjugatas: Prie$
naudojima biotinilintas B. burgdorferi ziuzelis
turi bati atskiedZiamas naudojant skiedimo
buferinj tirpala ir sujungiamas j kompleksa
su streptavidinu, konjuguotu su peroksidaze.

12,5 ml, skiedimo buferinis tirpalas: Buferinis
tirpalas su antimikrobine medziaga, nudazytas
meélynais dazais.

1 ml, peroksidazés kompleksas: Su peroksidaze
konjuguotas streptavidinas buferiniame
tirpale, kuriame yra nesanciy baltymy ir
antimikrobinés priemonés.

12 ml, substratas: stabilizuotas peroksidas ir
3,3',5,5'-tetrametilbenzidinas praskiestame
buferiniame tirpale. PraneSama, kad TMB yra
nekancerogeninis. Ta¢iau rekomenduojama
dévéti asmens apsaugos priemones,
kad iSvengtuméte tiesioginio kontakto.

25 ml, baigmés tirpalas: 0,46 mol/l
sieros rlgstis.

4.2. RINKINIO KOMPONENTY PARUOSIMAS, LAIKYMAS IR

PAKARTOTINIS NAUDOJIMAS
,IDEIA Lyme Neuroborreliosis“ rinkinio formatas leidzia atlikti
iki 6 atskiry tyrimy bet kuriuo 3 ménesiy trukmeés laikotarpiu
iki rinkinio etiketéje nurodyto galiojimo laiko pabaigos. Siekiant
uztikrinti optimaly rinkinio veikimg, svarbu nepanaudotus
rinkinio komponentus ruosti ir laikyti vadovaujantis toliau
pateikiamais nurodymais.

4.2.1  Mikro3ulinéliai - (MICROTITRATION PLATE]

Lékstelés maiselj atidarykite jj nukirpdami iSilgai sandarinimo
juostelés. Nulauzkite reikiamg antiZmogaus 1gG juosteliy
(pazymétos G raide, atspausdinta kiekvienos mikrosulinéliy
juostelés gale esancioje korteléje) kiekj ir reikiama antiZzmogaus
IgM  juosteliy (paZzymétos M raide, atspausdinta kiekvienos
mikrosulinéliy juostelés gale esancioje korteléje) kiekj. Naudojant
vieng juostele galima atlikti po du vieno paciento CSF ir serumo
nustatymus, o like keturi juostelés mikroSulinéliai skirti teigiamai
ir buferinio tirpalo kontroléms. Kiekvienoje papildomoje 1gG
ir IgM juosteléje galima istirti po du dviejy pacienty méginius.
Jeigu vienu metu naudojama visa plokstelé, kurig sudaro 6 1gG
ir 6 IgM juostelés, galima istirti 11 pacienty IgG ir IgM antikiinus
CSF ir serumo méginiuose.

Nenaudotus mikrosulinélius jdékite j pakartotinai uzsandarinama
plastikinj maiselj su drégme sugeriancia medZiaga, kruopsciai
uzsandarinkite maiselj ir laikykite jj 2-8 °C temperatiroje.
MikrosSulinélius galima naudoti iki 12 savaiiy po pirmojo
atidarymo, jeigu jie laikomi tokiomis saglygomis, arba iki ant
lékstelés nurodyto galiojimo laiko pabaigos, jeigu jis yra
ankstesnis. Mikrosulinéliai skirti tik vienkartiniam naudojimuiir jy
negalima naudoti pakartotinai.

4.2.2  Meéginio skiediklis -

Paruostas naudoti. Nenaudotg méginio skiediklj laikykite
2-8 °C temperatiroje.

4.2.3  Plovimo tirpalo koncentratas -

Pateikiamas x25 koncentratas. Paruoskite darbinés koncentracijos
plovimo buferinj tirpala, sumaiSydami 1 dalj plovimo buferinio
tirpalo koncentrato su 24 dalimis SvieZio dejonizuoto arba
distiliuoto vandens (arba jpilkite plovimo buferinio tirpalo
koncentrato turinj j 1 200 ml SvieZio dejonizuoto arba distiliuoto
vandens). Darbinés koncentracijos plovimo buferinj tirpala
tinkamai paruoskite naudojimo dieng. Nenaudotg koncentratg
laikykite 2—8 °C temperatiroje.

Nepanaudoto, atskiesto plovimo buferinio tirpalo nelaikykite
vélesniam naudojimui (Zr. 8.2.11 skyriy).

4.2.4 1gG teigiama kontrolé -

Paruostas naudoti. Nenaudotg IgG teigiama kontrole laikykite
2-8 °C temperatiroje.

4.2.5  IgM teigiama kontrolé -
Paruostas naudoti. Nenaudotg IgM teigiama kontrole laikykite
2-8 °C temperatiroje.

4.2.6 Ziuzelio konjugatas, peroksidazé ir skiedimo buferinis

'.'il’palas - FLAGELLUM CONJUGATE |/ |RECONSTITUTION BUFFER
PEROXIDASE COMPLEX]|

Liofilizuotg, biotinilintg Borrelia Ziuzelio konjugata atskieskite
skiedimo buferiniu tirpalu ir jpilkite 650 pl peroksidazés
komplekso. Sumaisykite apversdami.

Ziuzelio konjugata reikia atskiesti likus ne maziau nei 1 val.
iki naudojimo. Atskiestg ZiuZelio konjugatg reikia laikyti
2-8 °C temperatlroje ir sunaudoti per 3 ménesius arba iki
galiojimo laiko pabaigos, jei jis yra ankstesnis.

4.2.7  Substratas -

Paruostas naudoti. Nenaudota substratg
laikykite 2—8 °C temperataroje.

4.2.8  Baigmés tirpalas -
Paruostas naudoti. Nenaudotg baigmés tirpalg
laikykite 2—8 °C temperatiroje.

5. PAPILDOMI REAGENTAI

5.1. REAGENTAI
Sviezias dejonizuotas arba distiliuotas vanduo.
6. JRANGA

Reikalinga toliau nurodyta jranga.

Matavimo cilindras (2 1)

Apytiksliai 5 ml talpos tyrimo mégintuvéliai

Tikslios mikropipetés ir vienkartiniai antgaliai, 10—1 000 pl tdrio
8 kanaly pipeté, 100 pl tdrio (pasirenkama)

8 kanaly pipetés reagenty rezervuarai (pasirenkama)

Svarus sugeriamasis popierius uzdeti
mikrosulinélius, kad nudziaty)

(ant  kurio galima

MikroSulinéliy plokstelés plastikinis dangtelis

Mikrotitravimo plokstelés purtyklé, kurios maZiausias greitis yra
500 aps./min., o sukimosi skersmuo yra 3—4 mm. Dél informacijos
apie plokstelés purtyklés tinkamuma kreipkités j savo vietos
platintoja.

Laikmatis

Automatinis plokstelés plovimo jrenginys (pasirenkama) arba
jranga, tinkama plauti 8 mikrosulinéliy juosteles (9.2.3 skyrius).

Pastaba. Jeigu naudojant automatinj plovimo jrenginj su
8 mikrosulinéliy galvute plaunama maZiau nei 8 tyrimo
mikroSulinéliai juosteléje, juostele batina visiskai uZpildyti
tusciais mikrosulinéliais.

Spektrofotometras arba EIA ploksteliy skaitytuvas, kuriuo galima
nuskaityti 96 mikrosulinéliy plokstele i$ 8 mikrosulinéliy juosteliy,
kai sugertis vyksta esant 450 nm bangos ilgiui, o pamatinis
intervalas yra 620-650 nm. (Pasirenkama, 9.3 skyrius ,Tyrimo
rezultaty skaitymas”).

7. ATSARGUMO PRIEMONES

7.1.  SAUGOS ATSARGUMO PRIEMONES

7.1.1 Skirta naudoti tik specialistams.

7.1.2 Nenaudokite priemonés, jeigu ji sugedusi.

7.13 Informacija apie galimai pavojingas sudedamasias
dalis  Zr.  ,ThermoFisher” interneto svetainéje
pateiktame medZiagos saugos duomeny lape (MSDL)
ir gaminio etiketéje.

Apie bet kokj pavojinga incidenta, susijusj su priemone,
batina pranesti gamintojui ir kompetentingai Salies
narés, kurioje registruotas naudotojas ir (arba)
pacientas, institucijai.

Teigiamy kontroliniy medZiagy paruoSimui naudojamas
serumas buvo patikrintas atskirai ir buvo nustatyta, kad
jis yra neigiamas hepatito B viruso pavirsiaus antigenams
ir ZIV bei hepatito C antikinams, taciau su teigiamomis
kontrolinémis medZiagomis reikia elgtis tarsi su galimai
uzkre¢iamomis medZiagomis.

Baigmés tirpalo sudétyje yra sieros riagsties
(0,46 mol/l). Dévékite apsauginius drabuZius ir akinius,
kad jo nepatekty j akis ir ant odos.

Darbo vietoje nevalgykite, negerkite,
nelaikykite ir neruoskite maisto
bei nesitepkite kosmetikos.

Netraukite pipetés burna.

Dirbdami su klinikiniais méginiais dévékite vienkartines
pirstines, baige darbg su uzkréstomis medZiagomis
visuomet nusiplaukite rankas.

Visus klinikinius meéginius ir teigiamas kontrolines
medZziagas iSmeskite laikydamiesi vietos teisés akty.
Plovimo buferinio tirpalo koncentrato sudétyje yra Tris-
hidrochlorido, priskiriamo pavojingoms medZiagoms,
kaip nurodyta (EB) Nr. 1272/2008. Taikomos toliau
nurodytos pavojaus (H) ir atsargumo (P) frazés.

7.1.4

7.15

7.1.6
nerakykite,
produkty
7.1.8
7.1.9
7.1.10

7.1.11

ISPEJIMAS [515

H319
P332+P313

Dirgina oda.

Sukelia smarky akiy dirginima.

Jeigu sudirginama oda:

Kreiptis j gydytoja.

PATEKUS | AKIS: atsargiai plauti
vandeniu kelias minutes. ISimti
kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir|
jeigu lengvai galima tai padaryti.
Toliau plauti akis.
Maveti  apsaugines
dévéti  apsauginius
naudoti akiy (veido)
priemones.

P305+P351
+P338

P280 pirstines/
drabuZius/
apsaugos

TECHNINES ATSARGUMO PRIEMONES
Komponenty negalima naudoti, jeigu pasibaiges
etiketéje nurodytas jy galiojimo laikas. Nemaisykite
ir nesukeiskite vietomis skirtingy partijy reagenty,
iSskyrus standartinius reagentus (méginio skiediklis,
plovimo buferinio tirpalo koncentratas, substratas
ir baigmés tirpalas).

7.2.
7.2.1

Pateikiami  reagentai yra  fiksuotos  darbinés
koncentracijos. Jeigu reagentai pakeic¢iami arba laikomi
kitokiomis nei 4.2 skyriuje nurodytomis salygomis,
tai gali pakenkti tyrimo veiksmingumui.

NeuZterskite reagenty.

Kiekvienam meéginiui, kontrolinei medZiagai arba
reagentui naudokite atskiras vienkartines pipetes arba
pipetés antgalius, kad nejvykty méginiy arba kontroliniy
medZziagy kryZminé tarsg, dél kurios gali bati gaunami
klaidingi rezultatai.
NeuZterskite metaly
medZiagomis.
Koncentruoty reagenty skiedimui skirta dejonizuota
arba distiliuotg vandenj laikykite Svariose talpyklése,
kad nejvykty mikrobiné tarsa.

Nenaudokite substrato, jeigu jo spalva yra mélyna pries
ji idedant j mikroulinélius.

Saugokite substratg nuo Sviesos.

MikroSulinéliy nenaudokite pakartotinai.

Rankiné ar automatiné plovimo jranga, neuZtersta
mikroorganizmais, tinkamai sukalibruota ir priZidrima
laikantis gamintojo nurodymy.

Nepanaudoto  darbinés  koncentracijos  plovimo
buferinio tirpalo nelaikykite vélesniam naudojimui.
Nenaudojamas plovimo buferinio tirpalo talpyklés
reikia iSplauti dejonizuotu arba distiliuotu vandeniu
ir leisti iSdziati.

7.2.3
7.2.4

jonais ir oksiduojan¢iomis

7.2.8
7.2.9
7.2.10

7.2.11

8. MEGINIY EMIMAS IR RUOSIMAS
8.1. MEGINIY EMIMAS

,IDEIA Lyme Neuroborreliosis“ rinkinys skirtas tirti porinius
Zmogaus CSF ir serumo méginius vienu metu.

Porinius CSF ir serumo méginius reikia paimti i$ paciento vienu
metu. Reikia paimti maziausiai 0,5 ml CSF, rekomenduojama
paimti 1-2 ml CSF, kad baty galima pakartoti tyrimg ir (arba)
veiksmingumo tyrimg, taikant mazesnj CSF atskiedima. Tyrimui
pakanka 0,5 ml serumo.

Tiriant drumstus arba klampius méginius gali bati gaunami
nepatikimi rezultatai, nes gali jvykti lasinimo pipete klaidy.
Porinius CSF ir serumo méginius iki tyrimo galima laikyti 14 dieny
2-8 °C temperatiroje ir iki 6 ménesiy -20 °C temperatiroje.

8.2. MEGINIY RUOSIMAS

CSF meéginius atskieskite santykiu 1:4, pridédami 100 pl CSF
i 400 pl méginio skiediklio.

Serumo meéginius atskieskite santykiu 1:200, pridédami 10 pl
serumo j 2 ml méginio skiediklio.

9. TYRIMO PROCEDURA

PRIES ATLIKDAMI TYRIMO PROCEDURA ZR. 7.2 SKYRIY
LTECHNINES ATSARGUMO PRIEMONES“,

9.1. INFORMACUA APIE PROCEDURA

9.1.1 Tyrimo veiksmingumo patvirtinimas paremtas visy
méginiy  konkurenciniu  dublikaty tyrimu. Jeigu
paciento meéginiai bus tiriami po viena, tai daryti
rekomenduojama tik naudotojui susipaZinus su tyrimo
veiksmingumo charakteristikomis. Variacija (VK %) tarp
tyrimy yra apytiksliai 50 % didesné, kai nustatymas
paremtas vieno méginio tyrimu.

Jeigu néra 500 aps./min. greiCiu veikiancios purtyklés,
2 inkubavimo Zingsniy metu mikrosulinéliy juosteliy
purtymo greitj galima sumazinti iki 300 aps./min.,
nesukeliant neigiamo poveikio tyrimo efektyvumui,
arba galima taikyti statinj inkubavimo protokola; dél
papildomos informacijos apie tinkamus protokolus
kreipkités j savo vietos platintojg.

9.2. TYRIMO PROCEDURA

PASTABA. Per $ig tyrimo procedira reikia naudoti mikrotitravimo
plokstelés purtykle. Dél informacijos apie purtyklés tinkamuma
kreipkités j savo vietos platintojg.

Jeigu naudojamos kelios juostelés, konjugatui, substratui
ir baigmés tirpalui jlasinti rekomenduojama naudoti
8 kanaly pipete.

9.2.1 Meéginio ir kontrolinés medziagos jdéjimas

| mikroSulinéliy laikiklj jdékite reikiama mikrosulinéliy kiekj.
] anti-IgG juostelés ir anti-IlgM juostelés mikrosulinélius (po du)
ipilkite 100 pl atskiesto paciento CSF ir serumo. AtidZiai naudokite
juosteles, ypac jeigu Sulinéliai atskirti nuo juostelés, nes pazyméta
kiekviena juostelé, o atskiri Sulinéliai nepazyméti. pilkite 100 pl
1gG teigiamos kontrolinés medziagos j du anti-IgG mikrosulinélius
ir 100 pl 1gM teigiamos kontrolinés medziagos j 2 anti IgM
mikroSulinélius. | atskirus 1gG ir 1gM mikrosulinélius jpilkite
meéginio skiediklio. (Prie kiekvienos tiriamy meéginiy partijos reikia
pridéti bent 1 méginiy skiediklio mikrosulinél;).

9.2.2
MikroSulinélius uzdenkite ir inkubuokite ant purtyklés kambario
temperatiroje (20-25 °C) purtydami 60 minuciy.

9.23

Mikrosulinélius reikia plauti darbinés koncentracijos plovimo
buferiniu tirpalu (Zr. 4.2.3 skyriy).

Méginio inkubavimas

Mikrosulinéliy plovimas

Plovimo metodas yra itin svarbus tyrimo veiksmingumui, todél
mikrosulinélius reikia visiskai pripildyti (maZiausiai 350 pl darbinés
koncentracijos plovimo buferinio tirpalo) ir iStustinti.

Bitina atlikti keturis rankinius arba automatinius plovimo ciklus,
kurie turi apimti 2 minuciy trukmés mirkymo etapa per antrajj
plovima arba i$ viso 2 minuciy mirkymo laikotarpj per visa cikla.
Plovimas rankiniu biidu

Jeigu mikrosulinélius plaunate rankomis, iSsiurbkite arba
iSkratykite mikroSulinéliy turinj ir pripildykite juos S3vieZiai
paruosto plovimo buferinio tirpalo, o po to istustinkite. Tarp
visy plovimo etapy pasalinkite visa likusj plovimo buferinj tirpalg
pabarbendami apverstus mikrosulinélius ant Svaraus sugeriamojo
popieriaus.  Papildomas rankinio plovimo veiksmingumas
uztikrinamas pilant plovimo buferinj tirpalg kampu, kad
mikroSulinéliuose susidaryty sikurys. Po paskutinio plovimo
plokstele apverskite ir pabarbenkite j sugeriamajj popieriy, kad
pasalintuméte plovimo buferinio tirpalo likucius.

Automatinis plovimas

Automatine plovimo jrangg reikia uzprogramuoti atlikti 4 plovimo
ciklus, kurie apimty 2 minutes atitinkantj mirkyma per visg plovimo
cikla. Plovimo jrangg reikia tinkamai sukalibruoti, kad tarp visy
plovimy baty uztikrinamas visiskas mikrosulinéliy uZpildymas
ir iStustinimas. Po paskutinio plovimo plokstele apverskite ir
pabarbenkite j sugeriamajj popieriy, kad pasalintuméte plovimo
buferinio tirpalo likucius.

9.2.4

Ziuzelio konjugatg sumaisykite apversdami. |
mikrosulinélj jpilkite 100 ul ZiuZelio koncentrato.

9.2.5
MikroSulinélius uzdenkite ir inkubuokite ant purtyklés kambario
temperatiroje (20-25 °C) purtydami 60 minuciy.

9.2.6
Mikrosulinélius plaukite, kaip nurodyta 9.2.3 skyriuje.
9.2.7
| kiekviena Sulinélj jpilkite 100 pl substrato.

Konjugato pridéjimas
kiekvieng

Konjugato inkubavimas

Mikrosulinéliy plovimas

Substrato pridéjimas ir inkubavimas

Mikrosulinélius uzdenkite ir inkubuokite kambario temperatiroje
(20-25 °C) nepurtydami 10 minu¢iy.

9.2.8
| kiekvieng mikrosulinélj jpilkite 100 pl baigmeés tirpalo. Kruop3ciai
iSmaisykite mikrosulinéliy turinj. Spalvotas produktas yra stabilus
30 minuciy. Saugokite nuo tiesioginés saulés Sviesos, nes gali
jvykti spalvoto produkto fotoblukimas.

9.3.  TYRIMO REZULTATY SKAITYMAS
9.3.1 Fotometrinis skaitymas

Mikrosulinélius reikia nuskaityti fotometriskai per 30 minuciy
po baigmés tirpalo pridéjimo. ISmaisykite mikrosulinéliy turinj
ir naudodami tinkama spektrofotometrg arba EIA ploksteliy
skaitytuva, nustatytg veikti esant 450 nm, nuskaitykite kiekvieno
mikroSulinéliosugertj. Priesskaitymajsitikinkite, kad mikrosulinéliy
dugnai yra Svards, ir patikrinkite, ar mikrosulinéliuose néra jokiy
pasaliniy medziagy. Prie$ nuskaitant plokstele reikia nuskaityti
nuline skaitytuvo verte ore (t. y. kai veZimélyje néra plokstelés).

Reakcijos sustabdymas

Jeigu spektrofotometre arba EIA ploksteliy skaitytuve galima
taikyti pamatinj bangos ilgj (nuo 620 iki 650 nm), reikia atlikti
dviguba bangos ilgio nuskaityma, nes tai pasalina visus galimus
netipinius trikdZius, t. y. dél neSvarumy ar Zymiy ant mikrosulinéliy
optinio pavirsiaus.



9.4. ,IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS” TYRIMO PROCEDUROS

SANTRAUKA

Pries naudojima jsitikinkite, kad reagentai suilo iki kambario temperatiiros (15-30 °C)
Jpilkite 100 ! kontrolinés medziagos arba tyrimo serumo / CSF
Uidenkite ir inkubuokite 20-25 °C

purtydami 60 minutiy
Plovimas (4 kartus)

Ipilkite 100 i Ziuzelio Konjugato
Uidenkite ir inkubuokite 20-25 °C
purtydami 60 minuéiy
Plovimas (4 kartus)

Jpilkite 100 pl substrato
UZdenkite ir inkubuokite 20-25 °C

nepurtydami 10 minugiy

Ipilkite 100 pl baigmes tirpalo

Fotometriskai nustatykite sugert], kai bangos ilgis yra 450 nm (pamatinis intervalas 620650 nm)

10. KOKYBES KONTROLE IR REZULTATY INTERPRETAVIMAS
10.1. BUFERINIO TIRPALO KONTROLINE MEDZIAGA

Apskaiciuokite 2 buferinio tirpalo kontrolinés
mikrosulinéliy vidutines OD vertes.

medZiagos

Buferinio tirpalo kontrolés medzZiagos vidutiné OD verté turi
bati mazesné nei 0,100, bet didesné nei 0,000 (dvigubas bangos
ilgio nuskaitymas).

Jeigu verté yra didesné nei 0,100, tai gali jvykti dél netinkamo
plovimo arba substrato uZterSimo. Jeigu verté maZesné nei
0,000, reikia i$ naujo nuskaityti nuline ELISA skaitytuvo verte ore
ir i$ naujo nuskaityti mikrosulinéliy vertes.

Jeigu kokybés kontrolés reikalavimai netenkinami, tyrimo
rezultatai yra negaliojantys ir tyrima reikia atlikti pakartotinai.

10.2. IgG teigiama kontroliné medZiaga ir I1gM teigiama
kontroliné medziaga

Apskaiciuokite 1gG teigiamos kontrolinés medziagos ir IgM
teigiamos kontrolinés medZiagos vidutines OD vertes. Atskiros
dubliuoty tyrimy OD vertés negali daugiau nei 15 % skirtis nuo
vidutinés OD vertés.

1gG teigiamos kontrolinés medZiagos ir IgM teigiamos kontrolinés
medZziagos vidutiné OD verté atitinkamai turi bati ne maZesné nei
0,500. Jeigu Sios vertés yra mazesnés nei 0,500, jos gali pasireiksti
dél netinkamo plovimo, nepakankamo purtymo inkubavimo
metu arba Zemos aplinkos temperatdros, ypac inkubuojant su
substrato tirpalu.

Jeigu kokybés kontrolés reikalavimai netenkinami, tyrimo
rezultatai yra negaliojantys ir tyrima reikia atlikti pakartotinai.
10.3. PACIENTO MEGINIAI

Apskaiciuokite kiekvieno paciento CSF meéginio vidutine OD
verte (OD csk) ir serumo méginio vidutine OD verte (OD serumas),
kad nustatytumeéte IgG ir IgM. OD vertés negali daugiau nei 15 %
skirtis nuo vidutinés vertés. Visus tokius méginius reikia istirti
pakartotinai. Taciau jeigu abiejy tyrimo mikroSulinéliy rezultatas
yra neigiamas, gali bati priimtinas didesnis nei 15 % skirtumas
ir nereikia atlikti pakartotinio tyrimo, nes mazos OD vertés
matuojamos mazesniu tikslumu.

Specifiniy antikiiny koeficiento formulé pateikiama toliau.
Apskaiciuokite atitinkamai 18G (I 16G) ir 1gM (I 16M) specifiniy
antikiny koeficienta. Koeficiento negalima skaidiuoti, jeigu
nustatyta CSF vidutiné OD verté yra mazesné nei 0,150. Visi tokie
tyrimo rezultatai turi bati laikomi neigiamais.

OD csF

___ x(OD - OD serumas)

OD sERUMAS

10.4. REZULTATY INTERPRETAVIMAS
10.4.1  Kokybinis interpretavimas
Interpretuokite, kaip nurodyta toliau:

Koeficientas=

Neigiamas intratekaliniams IgG antikinams pries B. burgdorferi:

1166 <0,3
arba OD csr <0,150
Teigiamas intratekaliniams IgG antikiinams pries B. burgdorferi:
l16G 20,3

Neigiamas intratekaliniams IgM antikiinams prie$ B. burgdorferi:

l116M <0,3
arba OD csr <0,150
Teigiamas intratekaliniams IgM antikiinams pries$ B. burgdorferi:
l1em 20,3

10.4.2

Kuo didesné gauta koeficiento verté, tuo stipresné specifiniy
intratekaliniy antikiny gamyba. Koeficiento vertés gali bati
didesnés nei 100.

Pusiau kiekybinis interpretavimas

Specifiniy antikliny koeficientas yra labai jautrus pusiau kiekybinis
intratekaliniy antikiny gamybos matas, nes priklauso nuo
intratekaliniy antikliny gamybos greicio, kraujo ir CSF barjero
pralaidumo bei specifiniy antikiiny koncentracijos serume. Taigi,
vienas po kito tiriamuose méginiuose po gydymo pokytis laikomas
reikSmingu tik tuomet, jeigu teigiamas koeficientas tampa <0,3,
arba jeigu jis sumazéja arba padidéja daugiau negu 5 kartus. Sios
gairés yra tik rekomendacinio pobudzio.

10.4.3

Rezultaty iSreiskimas

Intratekaliniy  antikiny gamyba teoriskai vyksta, jeigu
OD cse/OD serumo > 1. Tadiau daryti tokig prielaidg nesaugu,
nes pasireiskia skirtumai tarp tyrimy, ypac jeigu OD vertés
mazesnés. Grynasis OD skirtumas (OD csr - OD serumas) suteikia
tikslesnés informacijos, taciau dél skirtumy tarp tyrimy minimalus
OD skirtumas, reiskiantis intratekaliniy antikliny gamybg, didéja
didéjant OD vertéems. Sie trikumai pasalinami padauginus
0D santykji$ OD skirtumo, isreiksto specifiniy antikiiny koeficientu
(1). Koeficiento vertés maziausia ribiné verté, lygi 0,3, reiskianti
teigiamg rezultatg, uztikrina, kad OD csr yra Zymiai didesné nei
OD serumas’.

Pastabos apie rezultaty interpretavimg

Teigiami rezultatai

Jeigu 1gG ir (arba) 1gM koeficientas 20,3 ir kartu pasireiskia
CSF skys¢io mononukleariné pleocitozé, tai rodo didele Laimo
neuroboreliozés diagnozés tikimybe. (Vien tik didelé CSF skyscio
OD verté nereiSkia intratekaliniy antikiiny gamybos).

Jeigu IgM koeficientas 20,3, tai jprastai reiskia, kad liga trunka
trumpiau nei 6 ménesius. Intratekaliné specifiniy 1gM sintezé
reiSkia didele neuroboreliozés tikimybe, taciau IgM néra batinai
aptinkami. Pacientams, kurie serga aktyvia neuroborelioze ilgiau
nei 6 ménesius, paprastai vyksta tik 1gG intratekaliné sintezé,
o nustatomas IgG koeficientas yra 20,3.

Neigiami rezultatai

Jeigu rezultatas yra neigiamas, t. y. kai 1gG ir IgM koeficientas
yra <0,3, bet kartu pasireiskia CSF mononukleariné pleocitoze,
negalima atmesti klinikinés Laimo neuroboreliozés diagnozés.
Tai ypa¢ taikoma tuomet, kai laikotarpis nuo neurologiniy
simptomy pradzZios iki serumo ir CSF méginio paémimo
yra trumpas.

Daugeliui pacienty, kuriems nebuvo taikomas gydymas ir kuriems
pasireiSkia konkretds klinikiniai neuroboreliozés poZymiai,
specifiniai antiklinai CSF skystyje aptinkami antrg savaite
po neurologiniy simptomy pradzios®. Pacientams, kuriems anksti
nustatoma neuroboreliozé, nors tyrimo rezultatas yra neigiamas,
vélesnio méginio tyrimo rezultatas daznai biina teigiamas, net

jeigu buvo taikomas gydymas.

Jeigu 1gM koeficientas yra <0,3, ne visuomet galima atmesti
specifiniy intratekaliniy IgM sinteze. Didelé (>1,0) IgM OD
verté CSF skystyje, kuri yra lygi ar net mazesné nei atitinkama
1gM verté serume, vis tiek gali reiksti, kad vyksta intratekaliniy
antikliny sintezeé, jeigu galima atmesti stipry kraujo ir CSF barjero
pazeidima®.

Po gydymo paimti méginiai

Po gydymo paimty nuosekliy CSF ir serumo méginiy vertinimas:
Po atitinkamo gydymo antibiotikais specifiniy IgM koeficientas
sumazéja, o po 6-9 ménesiy koeficientas paprastai yra <0,3.
Padidéjes 1gG koeficientas daznai iSlieka daug mety nepaisant

1gG koeficientas 20,3 be kartu pasireiskianc¢ios mononuklearinés
pleocitozés CSF skystyje nustatomas retai, iSskyrus po gydymo
paimtuose méginiuose. Todél Sis rezultatas gali reiksti anksciau
buvusj neuroboreliozés epizoda.

11. VEIKSMINGUMO RIBOJIMAI

11.1. Jeigu CSF meéginys yra uzkréstas dideliu kraujo kiekiu,
specifiniy antikliny koeficientai gali bati klaidingai mazi.

11.2. Dél antigeny rysiy tarp B. burgdorferi ir Treponema
pallidum, pacientams, kurie neseniai arba anksCiau
sirgo neurosifiliu, gali pasireiksti serologiniy kryZminiy
reakcijy, nors jos bdna retos®. Serologiskai atskirti
galima naudojant treponemy tyrimus, pavyzdziui,
T. pallidum hemagliutinacijos tyrima, arba ne treponemy
tyrimus, pavyzdziui, lytiskai plintanciy ligy moksliniy
tyrimo laboratorijose (VDRL) taikoma greitajj plazmos
reaginy (RPR) tyrima. Siy tyrimy rezultatai bus neigiami,
jeigu pacientas uzsikrétes tik B. burgdorferi.

11.3. Anksciau taikytas gydymas antibiotikais gali susilpninti
antikliny atsaka, todél serologinio tyrimo rezultatai tampa
maziau prognozuojami.

Jeigu méginiai paimami ankstyvoje ligos stadijoje, gali bati
gaunami neigiami rezultatai (zr. 10 skyriy).

Jeigu reagentai pakeiciami arba laikomi kitokiomis nei
4.2 skyriuje nurodytomis salygomis, tai gali pakenkti
tyrimo veiksmingumui.

Tyrimo rezultatus reikia interpretuoti kartu su informacija,
gauta i§ epidemiologiniy tyrimy paciento klinikinio
vertinimo ir kity diagnostikos procediry.

12. NUMATOMOS VERTES

Specifiniy antikliny koeficientas > 0,3 visuomet reiskia specifiniy
antiklny intratekaline sinteze.

Neuroborelioze sergantiems pacientams intratekaliniy antikliny
sintezé paprastai prasideda antrg savaite po neurologiniy
simptomy pradzZios. Specifiniy IgG ir (arba) IgM gamyba
aptinkama = 80 % neuroborelioze serganciy pacienty treciosios
savaités pradzZioje, o visiems pacientams aptinkama praéjus
6-8 savaitéms po neurologiniy simptomy pradzios’.

Jeigu nevyksta intratekaliniy antikiiny sintezé arba jeigu CSF yra
specifiniy antikiiny dél transudacijos i$ serumo arba j CSF patekus
kraujo, antikiiny koeficientai bus <0.

13. SPECIALIOSIOS VEIKSMINGUMO CHARAKTERISTIKOS
Naudojant ,,IDEIA Lyme Neuroborreliosis“ buvo istirti poriniai CSF
ir serumo méginiai, paimti i$ 25 pacienty, kuriems buvo kliniskai
nustatyta ankstyva Laimo boreliozé.

»IDEIA Lyme Neuroborreliosis” Pacienty
skaicius
Teigiamas intratekaliniams 1gG antikinams 18
Neigiamas intratekaliniams IgG antikGinams 7
Teigiamas intratekaliniams IgM antikinams 12
Neigiamas intratekaliniams IgM antikinams 13
Teigiamas intratekaliniams 1gG ir (arba) IgM antikinams 19
Neigiamas intratekaliniams IgG ir IgM antikiinams 6

Specifiniy antikiiny indeksas >0,3 1gG atveju buvo nustatytas
72 % i$ 25 ankstyva Laimo neuroborelioze serganciy pacienty,
o IgM atveju — 48 % $iy pacienty. Tik vienam pacientui pasireiské
specifiniy IgM sintezé, taCiau kartu nepasireiské 1gG sintezé.
Taciau kai kuriy pacienty, kuriy 1gG koeficientai buvo mazi,
1gM koeficientai buvo 20,3. Taigi, diagnostiniy jrodymy daugéja
tiriant ir specifiniy 1gG, ir 1IgM sinteze. 19 pacienty i$ 25 (76 %),
serganciy ankstyva Laimo neuroborelioze, i diagnozé nustatyta
su ,IDEIA Lyme Neuroborreliosis”.

13.1. KRYZMINIS REAKTYVUMAS

Teigiamas rezultatas visuomet reiskia intratekaliniy antikiiny
pries B. burgdorferi sinteze, isskyrus tiriant neurosifiliu serganciy
pacienty méginius. Siy pacienty méginiy tyrimy rezultatai gali
bati klaidingai teigiami. Tafiau B. burgdorferi specifiniy antikliny
koeficientas paprastai iSlieka mazas. Be to, dazniausiai kryZzminiu
bldu reaguojantys CSF antiklnai bei serumo antiklnai priklauso
18G klasei®.

Intratekaliniy polikloniniy B Iasteliy aktyvacijos, kaip klaidingai
teigiamy IgM rezultaty priezasties, reikimé néra Zinoma®.
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e
2C g
Kazdy kit obsahuje dostatecné mnoZstvi materidlu pro 96

stanoveni. Datum expirace je vyznaceno na vnéjSim obalu kitu.
Uskladnéte nepouZité komponenty pfi teploté 2—8°C.

4.1. TEST IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS OBSAHUJE

Navod k poufziti.

]B

IDEIA Lyme
Neuroborreliosis

K602811-2 .. /9% CS
1. pouZiTi

Test IDEIA Lyme Neuroborreliosis je kvalitativni enzymovy
imunoanalyticky test pro detekci intratekdlné produkovanych
lidskych 1gG a IgM protilatek proti Borrelia burgdorferi sensu
lato z klinickych vzork(. Vysledky testd maji l1ékafim pomoci
stanovit diagnézu lymské neuroborelidzy. Tento prostiedek
neni automatizovany, je uren pouze pro profesiondlni poufZiti.
Nepredstavuje doprovodnou diagnostiku.

- In vitro diagnostikum.
2. SOUHRNNE INFORMACE

Lymskd boreliéza je multisystémovou infekci, zplsobenou
spirochetou B. burgdorferi sensu lato, kterou prenaseji klistata2.

PostiZeni nervového systému, takzvana neuroborelidza, je castym
a zdvaznym projevem lymské boreliozy®.

Mit citlivy a spolehlivy diagnosticky test na neuroboreliézu
je potiebné, protoZe existuje mnoho dalSich onemocnéni s
podobnymi symptomy a protoZe neuroboreliéza na rozdil od
mnoha téchto nemoci reaguje na lé¢bu antibiotiky.

V soucasné dobé je nejlepsim indikdtorem aktivni neuroborelidzy
zanétlivda zména mozkomisniho moku (CSF), zvlasté vzestup v
poctu mononukledrnich bunék (mononukledrni pleocytéza),
v kombinaci s vyskytem intratekdlné vytvarenych protilatek
specifickych pro Borrelii v cerebrospindlnim moku (CSF).
Detekce specifické intratekdlni imunitni odpovédi je diagnosticky
vyznamnéjsi nez méfeni specifickych protilatek v séru. U
neuroborelidzy se syntéza specifické protilatky navic casto
detekuje dfive v cerebrospindlnim moku nez v séru®®.

Test IDEIA Lyme Neuroborreliosis je urcen pro citlivou a pfimou
detekci intratekalné vytvarenych protildtek IgG a IgM proti
B. burgdorferi8. Neni zapotiebi provadét méreni refrencnich latek
(napfiklad albuminu apod.) a komplikované korekce na transudaci
sérovych protilatek do cerebrospinalniho moku, zplsobenou
poskozenim hematoencefalické bariéry. Ani kontaminace
cerebrospinalniho moku krvi béhem spindini punkce nepovede k
fale$né pozitivnim vysledkam.

Pfi analyze se jako testovaci antigen pouziva purifikované
nativni flagellum kmene DK1 B. burgdorferi. Flagellum je vysoce
imunogenni, vyvolava ¢asnou, silnou a stalou imunitni odpovéd’
78 a je hlavnim antigenem pro reakci intratekalni protilatky®°.
V porovnani s obvyklym antigenem, ktery je zaloZen na
celobunééném extraktu spirochety, zlepsuje purifikovany
nativni flagellarni antigen diagnostickou citlivost a specificnost
sérologickych analyz u lymské borelidzy>'!. Pouziti flagella jako
testovaciho antigenu je navic vhodné ve vsech zemépisnych
oblastech, protoze flagellum mezi kmeny B. burgdorferi
nevykazuje Zadnou vyznamnou proménlivost.

3. PRINCIP TESTU

Test je zaloZen na tzv. capture principu ELISA a sestava z capture
analyzy lidského IgG a capture analyzy lidského IgM pro stanoveni
intratekalné vytvarenych protilatek 1gG, respektive 1gM proti
B. burgdorferi. Podrobny popis capture analyzy lidského 1gG:

Pérové vzorky cerebrospindlniho moku a séra se pfidaji do
mikrojamek potaZenych protilatkou specifickou pro lidsky 1gG.
Ztedéni cerebrospindlniho moku a séra zajistuje, Ze capture
protildtka proti lidskému IgG se nasyti IgG bud'z cerebrospinélniho
moku nebo ze séra. Proto se v mikrojamkdch zachyti totozné
celkové mnozstvi IgG bud'z cerebrospinalniho moku nebo ze séra.

Po promyti mikrojamek, pfi kterém se odstrani prebytecné
proteiny, se do mikrojamek pfidad nativni flagellum Borrelie
s navazanym karboxybiotinem v komplexu s konjugatem
streptavidin-peroxidaza (konjugat flagella). Konjugét flagella se
navaze pouze na IgG specificky pro B. burgdorferi, zatimco ostatni
1gG se na konjugat flagella nenavaze.

Nadbytec¢ny konjugat flagella se odstrani promytim. MnoZstvi
konjugatu flagella navdzaného na mikrojamku se vizualizuje
ptidanim chromogenniho substrdtu, ktery da vznik modrému
zbarveni. Reakce se zastavi pFidanim kyseliny, kterd zméni
modrou barvu na Zlutou. Intenzita zbarveni odpovida koncentraci
1gG specifického pro B. burgdorferi, zachyceného na pevné fazi.

Capture analyza lidského IgM se podoba capture analyze 1gG
vyjma toho, Ze mikrojamky jsou potaZeny capture protildtkou
proti lidskému IgM.

Normalné jsou celkové koncentrace IgG a IgM v cerebrospinalnim
moku v porovnani s hladinami v séru velmi nizké. Proto kdyZ se
zacnou tvorit protilatky specifické pro B. burgdorferi intratekalné,
mnozstvi specifickych protilatek IgG nebo IgM v cerebrospinalnim
moku bude tvofit mnohem vétsi cast celkového mnoZstvi
protildtek 1gG, respektive IgM, neZ jsou podily nalezené v séru.
Pokud nedochazi k tvorbé specifické protilatky intratekalné, nebo
kdyz je pritomnost specifickych protilatek v cerebrospinalnim
moku zpusobena bud' kontaminaci krvi nebo transudaci ze séra,
pak bude vyslednd hodnota OD pro cerebrospinalni mok po
odecteni hodnoty pro sérum mensi nebo rovna <0.

V dusledku toho se v pfipadé neuroborelidzy ziskd u
cerebrospinalniho moku vyznamné vyssi vysledna hodnota
v porovndni s hodnotou zjisténou u vzorku séra. V takovych
ptipadech bude vysledna hodnota pro cerebrospinélni mok po
odecteni hodnoty pro sérum > 0.

Porovnani hodnot OD z paralelné testovanych parovych vzorkd
séra a cerebrospindiniho moku umoZiuje stanovit, zda se
intratekalné tvorily protildtky specifické pro B. burgdorferi.
Vzorec pro vypocet vysledkd testu byl navrien tak, aby pfi
porovnavani rozdili namérenych hodnot mezi parovymi vzorky
cerebrospinalniho moku a séra bral v Uvahu vnitini variabilitu
(“intra-assay”)®.

Diky selektivnimu imunologickému zachytavani protilatek
IgG a IgM nedochdzi ke kompetitivni interferenci jinych tfid
imunoglobulin. PouZiti konjugovaného testovaciho antigenu
zabrariuje interferenci revmatoidniho faktoru (RF).

MICROTITRATION PLATE| - 48 mikrojamek (6 stripl po 8 mikrojamkdch)
potazenych protildtkou proti lidskému IgG
(oznadeno pismenem ‘G’ vytiSténym na Stitku
na konci kazdého prouzku mikdrodesticky) a
48 mikrojamek (6 stripl po 8 mikrojamkdch)
potaZzenych protildtkou proti lidskému IgM
(oznadeno pismenem ‘M’ vytisténym na Stitku
na konci kazdého prouzku mikdrodesticky).
Pro uskladnéni nepou?zitych stripC se dodava
plastikovy uzaviratelny sacek. Dbejte na
opatrné zachazeni s prouzky, zejména pokud
jsou jamky oddéleny od prouzku, protoze
kazdy prouzek je oznacen zatimco jednotlivé
jamky znaceny nejsou.

Po jedné lahvi¢ce od nasledujicich ¢inidel:

SAMPLE DILUENT Roztok na fedéni vzorku - 100mL: Pufrovany

roztok s detergentem, antimikrobidlni
pfisadou a ¢ervenym barvivem.

WASH BUFFER (X25) Promyvaci pufr, 25x koncentrovany -

50mL: Pufrovany roztok s detergentem a
antimikrobidlni pfisadou.

IgG POSITIVE CONTROL|  |gG pozitivni kontrola - 1,5mL: Lidské sérum
v pufru s antimikrobialni pfisadou a zelenym
barvivem.

IgM POSITIVE CONTROL 1gM pozitivni kontrola - 1,5mL: Lidské sérum
v pufru s antimikrobidlni pfisadou a Zlutym
barvivem.

LAGELLUM CONJUGATE| | yofilizovany konjugat flagella: Flagellum B.

burgdorferi s navazanym karboxybiotinem se
pred pouZitim rozpusti v rozpoustécim pufru a
spoji do komplexu s konjugatem streptavidin-
peroxidaza.

RECONSTITUTION BUFFER]  Rozpoustéci pufr - 12,5mL: Pufrovany roztok s

antimikrobialni pfisadou a modrym barvivem.
PEROXIDASE COMPLEX Peroxidazovy komplex - 1mL: Konjugat
streptavidin-peroxidaza v pufru obsahujicim
nosné proteiny a antimikrobidlni pfisadu.

SUBSTRATE TMB Substrat - 12mL: stabilizovany peroxid a

3,3’,5,5'-tetrametylbenzidin ve zfedéném
roztoku pufru. Podle dostupnych udajl neni
TMB karcinogenni. K zamezeni pfimé expozice
se vsak doporucuje pouzivat prostiedky
osobni ochrany.

STOP SOLUTION

Zastavovaci roztok - 25mL. Kyselina sirova

0,46mol/L.

2. PRIPRAVA, SKLADOVANi A OPETOVNE POUZ{VANI
SOUCASTI KITU

Kit IDEIA Lyme Neuroborreliosis umoZiiuje provést az 6

jednotlivych testovani v pribéhu 3 mésicl v rdmci doby expirace.

K zajisténi optimalnich funkénich charakteristik kitu je nutno

pripravovat a skladovat vSechny nepouzité komponenty dle

nasledujicich instrukci:

4.2.1  Mikrojamky -

Sacek s destickou oteviete roziezdnim podél zataveni. Odlomte
pozadovany pocet stripll s protilatkou proti lidskému IgG
oznaceno pismenem ‘G’ vytisténym na Stitku na konci kazdého
prouzku mikdrodesticky) a stripG s protilatkou proti lidskému IgM
oznaceno pismenem ‘M’ vytisténym na Stitku na konci kazdého
prouzku mikdrodesticky) a vioZte je do ramecku. Na jednom stripu
je moZné provést parové stanoveni vzorku cerebrospindiniho
moku a séra od jednoho pacienta; zbyvajici ¢tyfi mikrojamky na
stripu se poufZiji pro pozitivni kontrolu a kontrolu pufru. Kazdy
dalsi 1gG a IgM strip umoZriuje analyzovat parové vzorky od dvou
pacient(l. V pfipadé, Ze se najednou pouZije cely rdmecek se 6
1gG a 6 IgM stripy, Ize na protilatky I1gG a IgM testovat vzorky
cerebrospinalniho moku a séra od 11 pacientu.

IS

NepouZité mikrojamky vloZte do uzaviratelného plastikového
sacku spolu s desikantem, sacek peclivé uzaviete a uchovévejte
pfi teploté 2-8°C. Mikrojamky mohou byt po prvnim otevieni
pouZivény aZ po dobu 12 tydn( za pfedpokladu uchovavani vyse
popsanych zplsobem.

4.2.2  Pipravek na fedéni vzorku -

Pfipraven k okamZitému pouZiti. Nespotiebovany pfipravek na
fedéni vzorku skladujte pfi teploté 2-8°C.

4.2.3  Promyvaci pufr - koncentrat -

Dodavéase25xkoncentrovany. Promyvacipufrpracovnikoncentrace
pfipravite pfidanim jednoho dilu koncentrovaného promyvaciho
pufru ke 24 dilim Cerstvé deionizované nebo destilované vody
(nebo pridejte obsah koncentrovaného promyvaciho pufru k
1200mL cerstvé deionizované nebo destilované vody. Pracovni
koncentraci promyvaciho pufru pfipravte podle potieby v den
pouziti. Nespotiebovany koncentrat skladujte pti teploté 2-8°C.

Nespotiebovany pracovni roztok promyvaciho
neuchovavejte pro dalsi pouZiti (viz kapitola 8.2.11).
4.2.4 1gG pozitivni kontrola -
Ptipravena k okamZzitému pouZiti. Nespotfebovanou IgG pozitivni
kontrolu skladujte pfi teploté 2-8°C.

4.2.5  IgM pozitivni kontrola -

Ptipravena k okamzitému poufZiti. Nespotiebovanou IgM pozitivni
kontrolu skladujte pfi teploté 2-8°C.

4.2.6

pufru

Konjugat flagella, peroxidaza a rozpoustéci pufr -
Lyofilizovany  konjugat flagella Borrelie s navazanym
karboxybiotinem rozpustte v rozpoustécim pufru a pfidejte
650pL peroxidazového komplexu. Obracenim dnem vzhdru obsah
promichejte.

Rozpustény konjugat flagella se musi pfipravit alespori 1 hodinu
pred pouZitim. Rozpustény konjugdt flagella by mél byt skladovén
pti teploté 2-8°C a spotfebovan do 3 mésicu.

4.2.7  Substrat -

Pfipraveno k pouZiti. NepouZity substrat uchovavejte pfi teploté
2-8°C, chranite pred svétlem.

4.2.8  Zastavovaci roztok -

Ptipraven k okamZitému pouZiti. Nespotiebovany zastavovaci
roztok skladujte pfi teploté 2-8°C.

5. DALSi CINIDLA

5.1.  CINIDLA

Cerstvé deionizovana nebo destilovana voda.

6. VYBAVENI

VyZaduje se nasledujici vybaveni:

Odmeérny valec (2L)

Zkumavky o objemu asi 5mL

Presné mikropipety a jednorazové $picky o objemu 10-1000pL
Osmikanalova pipeta o kapacité 100pL (nepovinna)

Zasobniky na ¢inidla pro osmikanalovou pipetu (nepovinné)
Cisty savy papir (do kterého je mo#né stripy vyklepat dosucha)
Plastové viko na desticku s mikrojamkami

Trepacka mikrotitracnich desti¢ek schopna vyvinout rychlost
minimalné 5000t/min, s polomérem rotacniho tfepani 3-4mm.
S pripadnymi dotazy na vhodnost tfepacek se obracejte na
distributora.

Budik

Automatickd promyvacka desti¢ek (nepovinnd) nebo vhodné
zafizeni k promyvani 8-jamkovych stripl (viz kapitola 9.2.3).
Poznamka: Pfi promyvani mensiho poctu nez 8 jamek ve stripu
s pouZitim automatické promyvacky s 8-jamkovou hlavou je
dulezité zcela zaplnit strip prazdnymi jamkami.

Spektrofotometr nebo (tecka desticek EIA k odecitani
96-jamkovych mikrotitracnich desticek 8-jamkovych
mikrotitracnich stripl pfi absorbanci 450nm a referencni vinové
délce 620-650nm. (Nepovinné, viz kapitola 9.3 Ode¢itani vysledku
testu).

7. UPOZORNENI

7.1.  BEZPECNOSTNi OPATRENI

7.1.1 Ur¢eno pouze pro profesionalni pouZiti.

7.1.2 V pripadé poruchy prostfedek nepouzivejte.

7.13 Informace o potencidlné nebezpecnych slozkach
naleznete v bezpecnostnim listu, ktery je k dispozici na
webovych strankdch spole¢nosti ThermoFisher, a na
etiketé produktu.

VSechny zdvainé incidenty, které se vyskytnou
v souvislosti s timto prostfedkem, se museji nahlasit
vyrobci a pfislusnému orgédnu clenského statu, ve
kterém je uZivatel a/nebo pacient usazen.

TrebaZe sérum pouZzité pro pfipravu pozitivnich kontrol
bylo testovano individualné a bylo negativni z hlediska
pfitomnosti povrchového antigenu viru hepatitis B,
protildtek proti HIV a hepatitis C, je tfeba pozitivni
kontroly povaZovat za potencialné infekéni materidly.
Zastavovaci roztok obsahuje  kyselinu  sirovou
(0,46mol/L). Noste ochranny odév a ochranné bryle,
abyste zabranili kontaktu roztoku s o¢ima a kdzi.

Na pracovisti nejezte, nepijte, nekurte, neskladujte
a nepfripravujte pokrmy, ani neaplikujte kosmetické
pripravky.

Latky nepipetujte Usty.

PFi manipulacis klinickymivzorky pouZivejte jednorazové
ochranné rukavice a po prdci s potencidlné infekénim
materialem si vzdy umyjte ruce.

Zlikvidujte vsechny klinické vzorky a pozitivni kontroly v
souladu s mistnimi zékonnymi predpisy.

Promyvaci pufr - koncentrat obsahuje Tris-hydrochlorid
coz je podle predpisi Evropského spoleéenstvi (EC)
klasifikovano jako rizikovy faktor. Nasleduji spravné
formulace prohlaseni ohledné Rizikovych faktorG (H) a
Bezpecnostnich opatfeni (P):

VAROVANI

7.1.8
7.1.9

7.1.10

7.1.11

H315
H319
P332+P313

Drézdi kazi.

ZpUsobuje vazné podrazdéni oci.

PFfi podrazdéni kize: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetieni.

PRI ZASAZEN] OCl:  Nékolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky,
jsou-li nasazeny a pokud je lze
vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

P305+P351
+P338

P280 PouZivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ochranné bryle/
obli¢ejovy stit.
TECHNICKA OPATRENI
Komponenty s proslou expiraéni lhiitou vyznacenou na
obalu se nesmi pouZivat. Nemichejte a nezaménujte
rtzné sarze cinidel, s vyjimkou standardnich reagencii
(pfipravek na fedéni vzorkd, koncentrovany promyvaci
pufr, substrat a zastavovaci roztok).
Cinidla jsou dodavana ve stilych pracovnich
koncentracich. Jestlize jsou tato cinidla modifikovana
nebo nejsou skladovadna zplisobem doporuéenym v
kapitole 4.2, dojde k negativnimu ovlivnéni funkcnich
charakteristik testu.

7.2.
7.2.1

7.23
7.2.4

Zamezte kontaminaci ¢inidel.

K pipetovéni kazdého vzorku, kontroly nebo (¢inidla
pouzivejte jednotlivé jednorazové pipety Ci pipetovaci
Spicky, aby se zabranilo zkFizené kontaminaci jak vzorku,
tak i kontrol, coz by mohlo vést k chybnym vysledkdam.
Zamezte kontaminaci kovovymi ionty a oxidaénimi
Cinidly.

Destilovanou ¢i deionizovanou vodu pouZivanou k
fedéni koncentrovanych cinidel uchovavejte v Eistych
nadobach, aby se zabranilo jeji mikrobidlni kontaminaci.
NepouZivejte substrat, ktery ma modrou barvu jesté
pred pfidanim do mikrojamek.

Substrat chrarite pred svétlem.

Jamky nelze pouZit opakované.

Manualni ¢ automatické promyvacky nesmi byt
kontaminovédny mikroorganismy, musi byt spravné
kalibrovény a udrzovany podle pokynt vyrobce.
Nespotfebovany pracovni roztok promyvaciho pufru
neuchovavejte pro dalsi pouZiti. Pokud se nadoby
na promyvaci pufr nepouZivaji, je tfeba je vymyt
deionizovanou nebo destilovanou vodou a nechat
vyschnout.

8. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

8.1. INKUBACE VZORKU

Kit IDEIA Lyme Neuroborreliosis je wuréen pro soucasné
testovani pdarovych vzorkd lidského cerebrospindlniho moku
a séra. Parové vzorky cerebrospindlniho moku a séra be se
mély od pacienta odebrat soucasné. Minimalni potifebné
mnozstvi cerebrospinalniho moku je 0,5mL; radéji by se mélo
vyZadovat 1-2mL cerebrospindlniho moku, protoZe to umoini
opakovani testu a/nebo provedeni testu s mensim zfedénim
cerebrospinalniho moku. U séra postacuje 0,5mL.

7.2.8
7.2.9
7.2.10

7.2.11

Testovéni kalnych a viskdznich vzork( muze vlivem nepfesnosti v
pipetovani vést k nespolehlivym vysledkim.

Parové vzorky cerebrospindlniho moku a séra je mozné pred

testovanim uchovavat po dobu 14 dn( pti teploté 2-8°C a po dobu
aZ 6 mésicl pfi teploté -20°C nebo niZsi.

8.2. PRIPRAVA VZORKU

Vzorky cerebrospinalniho moku zfedte 1+4 pfidanim 100uL
cerebrospinalniho moku ke 400pL pfipravku na fedéni vzorku.

Vzorky séra ziedte 1+200 pridanim 10pL séra k 2mL ptipravku na
fedéni vzorku.

9. POSTUP TESTU

Pfed provedenim testu vénujte prosim pozornost kapitole 7.2
Technicka opatfeni.

9.1. POZNAMKY K POSTUPU

9.1.1 Validace vysledku analyzy je zaloZena na soucasné
provadéném duplicitnim testovani vsech vzork(. Pokud
se maji vzorky pacientu testovat jen jednou, doporuduje
se, aby analyzu provadéli pracovnici, ktefi jsou jiz
obezndmeni s funkénimi charakteristikami metody.
Odchylka v ramci testu (“intra-assay”) je pfi jediném
stanoveni pfiblizné o 50% vyssi.

Pokud neni k dispozici tfepacka o vykonu 5000tacek za
minutu, mGZe se rychlost tfepani stript s mikrojamkami
v pribéhu 2 inkubacnich krokd sniZit na 300otacek za
minutu, aniz by to mélo nepfiznivy vliv na vysledky
testu. K dispozici je rovnéz protokol pro analyzu
ve statickém stavu; ohledné informaci o vhodném
protokolu kontaktujte nejblizsi distributora.

9.2.  POSTUP TESTOVANI

POZNAMKA: Tato analyticki metoda vyZaduje pouziti tfepacky
mikrotitracnich desticek. S prfipadnymi dotazy na vhodnost
tfepacek se obracejte na nejblizsi distributora.

9.1.2

V pfipadé, Ze se analyzuje vice stripli, doporucuje se pro
pridani konjugdtu, substratu a zastavovaciho roztoku pouZit
osmikanalovou pipetu.

9.2.1

Potfebny pocet stripl s mikrojamkami viozte do drzidku. Do
mikrojamek anti-IgG i anti-IgM stripu pfidejte v parech 100uL
zfedéného cerebrospinalniho moku a séra od pacienta. Dbejte na
opatrné zachazeni s prouzky, zejména pokud jsou jamky oddéleny
od prouzku, protoZe kazdy prouzek je oznacen zatimco jednotlivé
jamky znaceny nejsou. Do dvou antilgG mikrojamek pFidejte 100uL
IgG pozitivni kontroly a do dvou anti IgM mikrojamek 100uL IgM
pozitivni kontroly. Do jednotlivych IgG a IgM mikrojamek pFidejte
ptipravek na fedéni vzorku. (U kazdé Sarze s testovanymi vzorky
by méla byt alespori 1 jamka s pfipravkem na fedéni vzorku).

9.2.2
Mikrojamky pFikryjte a na tfepacce inkubujte po dobu 60 minut
pfi pokojové teploté (20-25°C).

9.2.3

K promyvani pouZzijte nafedény promyvaci pufr (viz kapitola 4.2.3).

PFidani vzorku a kontroly

Inkubace vzorku

Promyvani mikrojamek

Spravny postup promyvani je rozhodujicim krokem pro Uspésny
prubéh testu a promyvani by se mélo provadét tak, aby se zajistilo
kompletni naplnéni (minimalni obsah naredéného promyvaciho
roztoku 350pL) a vyprazdnéni jamek..

Mély by se provést minimalné 4 promyvaci cykly, bud's pouzitim
automatické nebo manualni promyvacky, a to véetné prosyceni
béhem druhého promyvani v délce 2 minut nebo celkové doby
prosyceni v délce 2 minut béhem celého cyklu.

Ruéni promyvani

PFi ru¢nim promyvani odsajte nebo vytfepejte obsah jamek a
Cerstvé nafedénym promyvacim pufrem jamky opét zcela naplrite
a vyprazdnéte. Mezi jednotlivymi cykly promyvani vidy odstrarite
veskery zbyvajici pufr v jamkach vyklepanim obracenych desticek
do ¢&istého savého materialu. U¢innost manualniho promyvéni Ize
dale zajistit tim, Ze se promyvaci pufr aplikuje pod uréitym Ghlem,
aby doslo k vifeni v jamkdch. Po poslednim promyti desticku
obratte dnem vzhdru, poloZte na &isty savy material a vyklepejte
z jamek pfipadné zbytky promyvaciho pufru.

Automatické promyvani

Automatické promyvacky by mély byt naprogramovény na 4 cykly
a mély by zahrnovat 2 minuty prosycovani béhem kompletniho
promyvaciho cyklu. Promyvacky musi byt spravné kalibrovany,
aby zajistily kompletni napInéni a vyprazdnéni jamek mezi kazdym
jednotlivym promyvénim. Po poslednim promyti desti¢ku obratte
dnem vzhuru, poloZte na Cisty savy materidl a vyklepejte z jamek
pfipadné zbytky promyvaciho pufru.

9.2.4

Obracenim dnem vzhiru promichejte konjugat flagella. Do kazdé
mikrojamky pfidejte 100uL konjugétu flagella.

9.2.5
Mikrojamky pFikryjte a na tfepacce inkubujte po dobu 60 minut
pti pokojové teploté (20-25°C).

9.2.6
Mikrojamky promyjte postupem uvedenym v kapitole 9.2.3.
9.2.7
Do kazdé mikrojamky pridejte 100uL substratu.

Pridani konjugatu

Inkubace konjugatu

Promyvani mikrojamek

PFidani substratu a inkubace

Mikrojamky pfikryjte a bez tfepani inkubujte po dobu 10 minut
pfi pokojové teploté (20-25°C).
9.2.8

Do kazdé mikrojamky pfidejte 100uL zastavovaciho roztoku.
Obsah jamek dUkladné promichejte. Barevny produkt je stabilni
po dobu 30 minut. Chrarite pfed pfimym sluncem, protoze mlze
dojit k vyblednuti barevného roztoku.

9.3.  ODECITANi VYSLEDKU TESTU
9.3.1 Fotometrické odecitani

Mikrojamky by se mély fotometricky odecist do 30 minut od
pridani zastavovaciho roztoku. Promichejte obsah mikrojamek
a pomoci vhodného spektrofotometru nebo ctecky desticek
EIA odectéte absorbanci kazdé mikrojamky pfi 450nm. Pred
odecitanim zkontrolujte, zda je dno jamek Ccisté a zda jamky
neobsahuji Zadné cizi ¢astice. Pfed samotnym snimanim destic¢ky
vynulujte ¢tecku na vzduch (tj. bez desticky v pfistroji).

Zastaveni reakce

Pokud spektrofotometr nebo c¢tecka desticek EIA umoznuje
pouziti referenéni vinové délky (620nm az 650nm), mél by se
provést dualni odecet vinové délky, ¢imz se eliminuji pfipadné
interference zplUsobené aberacemi, napf. necistotami nebo
skvrnami na optickém povrchu jamek.

9.4.  SHRNUTI POSTUPU TESTU IDEIA LYME
NEUROBORRELIOSIS
V3echna Ginidla by méla mit pokojovou teplotu (15-30°C)
Pfidejte 100pL iho nebo 6ho sé iho moku
l Prikryjte a inkubuijte za tfepani po dobu
60 minut pFi teploté 20-25°C
Promyjte (4x)

Pfidejte 100uL konjugétu flagella
PFikryjte a inkubujte za tfepani po dobu
60 minut pfi teploté 20-25°C
Promyjte (4x)

Pridejte 100L substratu

PFikryjte a inkubuijte bez tfepani po dobu
10 minut pH teploté 20-25°C

Pfidejte 100pL zastavovaciho roztoku

Odettéte pfi 450nm i vinova délka 620-650nm)



10. KONTROLA KVALITY A INTERPRETACE VYSLEDKU
TESTU

10.1. KONTROLA PUFRU

Vypocitejte primérnou absorbanci z hodnot odeétenych ze 2
mikrojamek pro kontrolu pufru.

Primérna hodnota absorbance kontroly pufru musi byt mensi
nez 0,100, ale vétsi nez 0,000 (méfeni p¥i dvou vinovych délkéch).

Pokud hodnota presahuje 0,100, mlZe to byt zplsobeno
nedostate¢nym promytim nebo kontaminaci substratu. Pokud
je hodnota pod 0,000, je ¢tec¢ku ELISA tfeba znovu vynulovat na
vzduch a mikrojamky opétovné odedist.

Pokud nejsou dodrzeny poZadavky na kontrolu kvality, jsou
vysledky testu neplatné a analyzu je tfeba opakovat.

10.2. IgG POZITIVNI KONTROLA A IgM POZITIVNi KONTROLA
Vypoditejte primérné hodnoty absorbance pro 1gG pozitivni
kontrolu a IgM pozitivni kontrolu. Jednotlivé naméfené hodnoty
by se od primérné absorbance nemély lisit o vice nez 15%.

Prdmérna hodnota absorbance pro IgG pozitivni kontrolu,
respektive IgM pozitivni kontrolu musi byt minimalné 0,500.
Pokud jsou tyto hodnoty mensi nez 0,500, miZe to byt zplsobeno
nedostatecnym promytim ¢i tfepanim béhem inkubaci nebo
nizkou okolni teplotou, zvlasté pfi inkubaci se substratem.

V pfipadé, Ze nejsou dodrZeny pozadavky na kontrolu kvality, jsou
vysledky testu neplatné a analyzu je tfeba opakovat.

10.3. VZORKY PACIENTU

U stanoveniIgG i IgM vypocitejte primérnou hodnotu absorbance
pro vzorek cerebrospinalniho moku neboli CSF (OD csF) a séra (OD
SERUM) kazdého pacienta. Namérené hodnoty by se od primérné
absorbance nemély lisit o vice neZ 15%. V3echny takové vzorky
je tfeba otestovat znovu. Pokud vSak obé testované mikrojamky
ukazuji negativni vysledek, je mozné rozdil presahujici 15%
prijmout bez nutnosti opétovné analyzy, protoZe nizké hodnoty
absorbance jsou méfeny s mensi pfesnosti.

Vzorec pro index specifické protilatky je uveden nize. Vypocitejte
index specifické protilatky pro I1gG (I 16G), respektive 1gM (I IeMm).
Index by se nemél vypoditdvat v pfipadé, ze primérna hodnota
absorbance pro stanoveni cerebrospinalniho moku (CsF) je mensi
nez 0,150. Kazdy takovy vysledek testu by mél byt hlasen jako
negativni.

OD csF
Index = X (OD; - OD serum)
OD seruM
10.4. INTREPRETACE VYSLEDKU
10.4.1 Kvalitativni interpretace

Interpretace vysledkd je nasledujici:
Negativni na intratekalni tvorbu protildtek IgG proti B. burgdorferi:

116G <0,3
nebo OD csF <0,150
Pozitivni na intratekalni tvorbu protilatek IgG proti B. burgdorferi:
l16G 20,3
Negativninaintratekalnitvorbu protilatek IgM proti B. burgdorferi:

l1em <0,3
nebo OD csF <0,150
Pozitivni na intratekalni tvorbu protilatek IgM proti B. burgdorferi:
llem 20,3

10.4.2 Semikvantitativni interpretace

Cim vyssi je ziskana hodnota indexu, tim vyraznéjsi je intratekalni
tvorba specifické protildtky. Hodnoty indexu mohou byt 100 i vice.

Index specifické protilatky je vysoce citlivym semikvantitativnim
méfitkem intratekdlni tvorby protilatky, protoZe zavisi na stupni
intratekalni tvorby protildtky, permeabilité hematoencefalické
bariéry a koncentraci specifickych protildtek v séru. Proto by se v
ndslednych postterapeutickych vzorcich méla zména povaZovat za
vyznamnou jen tehdy, jestlize pozitivni index klesne pod 0,3 nebo
jestlize se snizi ¢i zvysi vice neZ pétindsobné. Toto je jen voditko.
10.4.3 Poznamky k intrepretaci vysledki

Vyjadfeni vysledka

K intratekdlni produkci protildtky teoreticky dochazi v pfipadé,
Ze ODcsF/ODSERUM >1. Tento predpoklad v3ak neni bezpeény
vzhledem k vnitfni (“intra-assay”) variabilité, zvlaste v nizsim
rozsahu absorbance (OD). Cisty rozdil absorbance (ODCSF -
ODserRuUM) déava presnéjsi informaci, ale kvdli vnitfni (“intra-
assay”) variabilité se minimalnirozdil hodnot absorbance ukazujici
na intratekdlni syntézu protildtky bude pfi zvySovani hodnot
absorbance zvySovat. Tyto nevyhody se odstrani vynasobenim
poméru hodnot absorbance jejich rozdilem tak, jak je uvedeno
v indexu specifické protilatky (I). Spodni limit hodnoty indexu 0,3
pro pozitivni vysledek zarucuje, Ze ODCSF je signifikantné vy3si nez
ODSERUM®.

Pozitivni vysledky

IgG a/nebo IgM index 20,3 se soucasnou mononuklearni
pleocytézou v cerebrospindlnim moku vysoce svédci pro
pritomnost lymské neuroborelidzy. (Vysokd hodnota absorbance
pro CSF neni sama o sobé indikdtorem intratekdlni tvorby
protilatky)

IgM index 20,3 je obvykle kompatibilni s dobou trvani onemocnéni
krats$i nez 6 mésicl. Intratekalni syntéza specifické protilatky IgM
je silnym indikatorem neuroborelidzy, ale 1gM neni povinnym
nalezem. U pacientd s aktivni neuroboreliézou trvajici déle nez 6
meésicli obvykle bude zjisténa pouze intratekalni syntéza specifické
protildtky 1gG, se zjisténym IgG indexem 20,3.

Negativni vysledky

Negativni vysledek, tj. 1gG a IgM index <0,3 se soucasnou
mononukledrni pleocytdézou v cerebrospindlnim moku, nevylucuje
klinickou diagnézu lymské neuroboreliézy. Vztahuje se to zejména
na pripady, kdy doba mezi nastupem neurologickych symptom0 a
odebrani vzork( séra a CSF je kratka.

U vétsiny neléCenych pacientd s nespornymi klinickymi
objektivnimi ptiznaky neuroboreliézy se specifické protilatky
v cerebrospinalnim moku stavaji detekovatelnymi ve 2. tydnu
po néstupu neurologickych symptom(®. U pacientd s ¢asnou
neuroboreliézou a negativnim vysledkem testu mize byt pozdéji
odebrany vzorek ¢asto pozitivni, a to i po zahajeni [éCby.

IgM index <0,3 nevylucuje vidy intratekdlni syntézu specifické
protildtky IgM.

Nélez vysoké hodnoty (21,0) absorbance IgM v cerebrospinalnim
moku, bud' stejné velké nebo dokonce i nizsi nez je odpovidajici
hodnota IgM v séru, mlze stale jesté ukazovat na intratekalni
syntézu protilatky, pokud Ize vyloucit zavainé poskozeni
hematoencefalické bariéry®.

Vzorky odebrané po lécbhé

Hodnoceni naslednych vzork( CSF/séra, odebranych po Ié¢bé: Po
terapii vhodnymi antibiotiky se index specifické protilatky IgM
snizi a po 6-9 mésicich obvykle dosahuje hodnoty <0,3. Zvyseny
1gG index pretrvdva Casto po léta navzdory Gplnému uzdraveni.
IgG index 20,3 bez soucasné mononukledrni pleocytézy v
cerebrospindlnim moku je vzacnym ndlezem, kromé vzorkd
odebranych po |écbé. Takovy ndlez proto mUlZe ukazovat na
drivéjsim epizodu neuroborelidzy.

11.  OMEZENi METODY

16. LEGENDA K SYMBOLUM

11.1. Nadmérnd kontaminace vzorku cerebrospinadlniho moku
krvi mlze vést k falesné nizkym indexdm specifické
protilatky.

11.2. Vzhledem k antigenni pfibuznosti mezi B. burgdorferi
a Treponema pallidum se mohou, i kdyz vzicné,
vyskytnout sérologické zkfizené reakce u pacientd, ktefi
v nedavné ¢i vzdalenéjsi minulosti prodélali neurosyfilitis.
Sérologické rozliSeni je mozné pomoci treponemalnich
testl, jako je hemaglutinacni test na T pallidum, nebo
netreponemovych testd, jako je rychla reaginace plazmy
(rapid plasma reagin, RPR), test VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory). Tyto testy budou negativni u
pacientd trpicich pouze infekci B. burgdorferi.

11.3. Predchozi terapie antibiotiky miZe zlikvidovat reakci
protildtky, ¢imZ se sérologické nalezy stanou méné

predvidatelnymi.

Odbér vzorkl v ¢asném stadiu onemocnéni milize vést k
negativnim vysledkdm (viz kapitola 10).

Jestlize budou cinidla modifikovdna nebo nebudou

skladovana zplisobem doporucenym v kapitole 4.2, dojde
k negativnimu ovlivnéni funkénich charakteristik testu.

11.6. Vysledky testu by se mély interpretovat spolecné s
informacemi ziskanymi na zdkladé epidemiologické
anamnézy, klinického hodnoceni pacienta a dalsich

diagnostickych metod.
12.  OCEKAVANE HODNOTY
Index specifické protilatky 20,3 vidy ukazuje na zvySenou
intratekalni syntézu specifickych protilatek.

U pacientd s neuroborelidzou zadind intratekalni syntéza
protildtek obvykle ve druhém tydnu po nastupu neurologickych
symptomd. Produkce specifické protilatky IgG a/nebo IgM je
detekovatelna u 80% pacientd s nespornou neuroboreliézou do
zalatku tretiho tydne a u vSech pacient(i 6-8 tydnd po néstupu
neurologickych symptoma.®

Nepfitomnost intratekdlni tvorby protilatek nebo pfitomnost
specifickych  protildtek v cerebrospindlnim moku vlivem
transudace ze séra nebo kontaminace cerebrospinalniho moku
krvi poskytne indexy protilatky <0.

13.  SPECIFICKE FUNKENI CHARAKTERISTIKY

Testem IDEIA Lyme Neuroborreliosis byly testovany parové
vzorky cerebrospindlniho moku a séra od 25 pacientt s klinicky
definovanou ¢asnou lymskou neuroboreliézou.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Pocet
pacientli
Pozitivni na intratekalné produkované protildtky IgG 18
Negativni na intratekdlné produkované protildtky 1gG 7
Pozitivni na intratekdlné produkované protilatky IgM 12
Negativni na intratekdlné produkované protildtky IgM 13
Pozitivni na intratekdlné produkované protilatky 1gG a/nebo IgM 19
Negativni na intratekdlné produkované protilatky IgG a IgM 6
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Index specifické protilatky 0,3 byl nalezen u I1gG v 72% a u IgM
ve 48% z 25 pacient( s ¢asnou lymskou neuroboreliézou. Pouze u
jednoho pacienta se objevila syntéza specifické protilatky IgM bez
soucasné syntézy IgG. Néktefi pacienti s nizkymi indexy I1gG vsak
méli indexy 1gM >0,3. Diagnostickd prikaznost se proto zvySuje
vySetfenim syntézy obou specifickych protildtek - IgG i IgM.
Pomoci testu IDEIA Lyme Neuroborreliosis bylo identifikovano 19
z 25 pacientt (76%) s ¢asnou lymskou neuroboreliézou.

14.  ZKRIZENA REAKTIVITA

Pozitivni vysledek je vidy indikatorem intratekdlni syntézy
protildtky proti B. burgdorferi kromé pfipadd testovani vzork(
od pacientU s neurosyfilidou. Vzorky od téchto pacientd mohou
poskytnout falesné pozitivni vysledky. Index protilatky specifické
pro B. burgdorferi vsak obvykle zGstdva nizky. Odpovidajicim
zjisténim je navic to, Ze zkfizené reagujici protilatky v
cerebrospindlnim moku i séru patfi do tfidy IgG®.

Vyznam intratekalni aktivace polyklonalni B burky jako pficiny
“falesné pozitivniho” vysledku IgM neni znamy?3.
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1. TILSIGTET ANVENDELSE

IDEIA Lyme Neuroborreliosis er en kvalitativenzymimmunanalyse
til pavisning af intratekalt producerede humane 1gG- og IgM-
antistoffer mod Borrelia burgdorferi sensu lato fra kliniske
prgver. Testresultaterne har til formal at hjaelpe klinikere
med at diagnosticere lyme-neuroborreliose. Enheden er
ikke automatiseret, er kun til professionel brug og er ikke en
ledsagende diagnostik.

Anvendes til in vitro diagnostik.

2. RESUME

Lyme borreliosis er en multisysteminfektion forarsaget af den
flatbarne spirokaet B. burgdorferi sensu lato?.

Involvering af nervesystemet, neuroborreliosis, er en almindelig
og alvorlig manifestation af Lyme borreliosis?.

Der er behov for en sensitiv og palidelig test for neuroborreliosis,
da der findes en raekke andre sygdomme med lignende
symptomer, og fordi neuroborreliosis i modsaetning til mange
andre sygdomme reagerer pa behandling med antibiotika.

For tiden er den bedste indikator for aktiv neuroborreliosis en
inflammatorisk aendring i cerebrospinalvaesken (CSF), navnlig
et gget antal mononukleaere celler (mononuklezer pleocytose)
kombineret med forekomst af intratekalt producerede
antistoffer mod Borrelia i CSF. Pavisning af en specifik intratekal
immunreaktion er diagnostisk mere signifikant end malingen
af specifikke antistoffer i serum. Endvidere pavises syntese af
specifikke antistoffer hyppigt tidligere i CSF end i serum ved
neuroborreliosis*®.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis er designet til sensitiv og direkte
pavisning af intratekalt producerede 1gG- og IgM-antistoffer mod
B. burgdorferi®. Maling af et referencestof (sasom albumin osv.)
og komplicerede korrektioner for udsivning af serumantistoffer
til CSF forarsaget af beskadigelse af barrieren mellem blod og
CSF er ungdvendige. Selv kontaminering af CSF med blod under
udtagning af spinalvaeske vil ikke fgre til falske positive resultater.

Analysen anvender oprensede, native flageller fra B. Burgdorferi
stamme DK1 som testantigen. Flagellen er overordentlig
immunogen, udlgser en tidlig, kraftig og vedvarende
immunreaktion”® og er det vaesentligste antigen for denintratekale
antistofreaktion®> Sammenlignet med det traditionelle antigen,
som er baseret pa helcelleekstrakter af spirokaeten, forbedrer
det oprensede, native flagelantigen den diagnostiske sensitivitet
og de serologiske analysers specificitet for Lyme borreliosis®**.
Endvidere er anvendelsen af flageller som testantigen egnet i
alle geografiske lokaliteter, da flagellerne ikke udviser betydende
variation mellem forskellige stammer af B. burgdorferi.

3. TESTPRINCIP

Testen er baseret pd indfangnings-ELISA-princippet og bestar
af indfangningsanalyser for henholdsvis humant 1gG og IgM til
bestemmelse af intratekalt producerede 1gG- og IgM-antistoffer
mod B. burgdorferi. Indfangningsanalysen for humant IgG er
beskives i detaljer:

Parrede prgver af CSF og serum tilsaettes til en mikrobrgnd coatet
med antistof specifikt for humant IgG. Fortyndingen af CSF og
serum sikrer, at indfangningsantistoffet mod humant IgG meettes
med enten CSF- eller serum-IgG. Derfor indfanges totalt den
samme mangde IgG fra enten CSF eller serum i mikrobrgndene.

Efter vask af mikrobrgndene for at fjerne overskydende
protein tilseettes native Borrelia-flageller kompleksbundet
med peroxidasekonjugeret streptavidin (flagelkonjugat) til
mikrobrgndene. Flagelkonjugatet vil kun bindes af IgG specifikt
for B. burgdorferi, mens IgG uspecifikt for B. burgdorferi ikke vil
binde flagelkonjugatet.

Overskydende flagelkonjugat fjernes ved vask. Mangden
af flagelkonjugat bundet i hver mikrobrgnd visualiseres ved
tilseetning af et kromogent substrat, der udvikler en bla farve.
Reaktionen stoppes ved tilsaetning af syre, hvilket eendrer den bl
farve til gul. Intensiteten af farven svarer til koncentrationen af B.
burgdorferi-specifikt 1gG indfanget pa fastfasen.

Indfangningsanalysen for humant I1gM er den samme som for
humant 1gG med undtagelse af, at mikrobrgndene coates med
antistoffer mod humant IgM.

Normalt er totalkoncentrationerne af IgG og IgM meget lave i CSF
sammenlignet med niveauerne i serum. Hvis der forekommer
intratekal B. burgdorferi-specifik antistofproduktion vil mangden
af specifikke 1gG- eller IgM-antistoffer i CSF derfor udggre en
meget stgrre andel af den totale maengde af henholdsvis 1gG
og IgM end andelene fundet i serum. Hvis der ikke er nogen
intratekal produktion af specifikt antistof, eller hvis de specifikke
antistoffer i CSF skyldes enten kontaminering med blod eller
udsivning fra serum, vil OD-vaerdien for CSF minus OD-vaerdien
for serum veere <0.

| tilfeelde af neuroborreliosis vil der som fglge deraf opnas en
signifikant hgjere OD-veerdi for CSF sammenlignet med OD-
veardien opnaet fra serumprgven. | sa fald vil OD-veaerdien for CSF
minus OD-vaerdien for serum derfor vaere >0.

Sammenligning af OD-veerdier fra parrede serum- og CSF-
prgver analyseret parallelt ggr det muligt at bestemme, hvorvidt
antistoffer specifikke for B. burgdorferi er blevet produceret
intratekalt. Formlen til beregning af testresultater er udformet
til at tage hgjde for intraanalysevariation ved sammenligning af
forskelle i OD-vaerdi mellem parrede CSF- og serumprgver®.

Pa grund af den selektive immunoindfangning af I1gG- og IgM-
antistoffer, vil der ikke forekomme konkurrerende interferens fra
andre immunglobulinklasser. Yderligere forhindrer anvendelsen
af konjugeret testantigen interferens fra rheumatoidfaktor (RF).

4. LEVERET REAGENS
8C
oA

Hvert kit indeholder tilstraekkeligt materiale til 96 bestemmelser.

INDHOLD AF IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS TEST

En brugsanvisning.

48 mikrobrgnde (6 strip med hver 8
mikrobrgnde) coatet med anti-humant IgG
(angivet med et "G" trykt pa fanen for enden af
hver mikrobrgndstrimmel) og 48 mikrobrgnde
(6 strip med hver 8 mikrobrgnde) coatet med
anti-humant IgM (angivet med et "M" trykt pa
fanen for enden af hver mikrobrgndstrimmel).
En plastikpose med genluk til opbevaring
af ubrugte mikrobrgnde. Sgrg for forsigtig
handtering af strimlerne, isaer hvis brgndene
har Igsnet sig fra strimlen, da hver strimmel
er maerket, og de individuelle brgnde ikke er
maerket.

MICROTITRATION PLATE

En flaske med hvert af fglgende:

SAMPLE DILUENT 100mL prgvediluent: Bufferjusteret oplgsning

indeholdende detergent, antimikrobielt
middel og rgdt farvestof.

WASH BUFFER (X2 50mL vaskebufferkoncentrat x25:
Bufferjusteret oplgsning indeholdende
detergent og antimikrobielt middel.

19G POSITIVE CONTROL 1,5mL positiv 1gG-kontrol: Humant serum i

buffer indeholdende antimikrobielt middel
og farvet mgrkegrgn.

'gM POSITIVE CONTROL 1,5mL positiv IgM-kontrol: Humant serum i

buffer indeholdende antimikrobielt middel
og farvet gul.

Lyophiliseret flagelkonjugat: Biotinylerede
B. Burgdorferi-flageller, der skal
rekonstitueres med rekonstitueringsbuffer
og kompleksbindes til peroxidasekonjugeret
streptavidin inden brug.

LAGELLUM CONJUGATE

RECONSTITUTION BUFFER] 12 5mL rekonstitueringsbuffer: Bufferjusteret

oplgsning indeholdende antimikrobielt
middel og farvet bla.

I1mL peroxidasekompleks:
Peroxidasekonjugeret streptavidin i
buffer indeholdende bareproteiner og
antimikrobielt middel.

PEROXIDASE COMPLEX|

SUBSTRATE TMB 12mL substrat: stabiliseret peroxid og

3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin i en fortyndet
bufferoplgsning. TMB er blevet rapporteret
ikke at veere carcinogent. Imidlertid anbefales
det, atder baeres personligt beskyttelsesudstyr
for at undga direkte eksponering.

I .“ |

STOP SOLUTION

4.2,

25mL stopoplgsning: 0,46mol/L svovlisyre.

FORBEREDELSE, OPBEVARING OG GENBRUG AF KITTETS
KOMPONENTER

Formatet af IDEIA Lyme Neuroborreliosis-kittet tillader op til
6 individuelle kgrsler inden for kittets holdbarhedsperiode
pa 3 maneder. For at sikre optimal effektivitet er det vigtigt,
at de ubrugte komponenter i kittet fremstilles og opbevares i
overensstemmelse med fglgende instruktioner:

4.2.1  Mikrobrgnde -

Abn pladens pose ved at klippe langs forseglingen. Braek det
ngdvendige antal anti-human 1gG-strips (angivet med et "G"
trykt pa fanen for enden af hver mikrobrgndstrimmel) og anti-
human IgM-strips (angivet med et "M" trykt pa fanen for enden
af hver mikrobrgndstrimmel) af, og placer dem i rammen. En strip
tillader dobbeltbestemmelse af CSF og serum fra én patient; de
resterende fire mikrobrgndsstrips anvendes til positiv kontrol og
bufferkontrol.

Hver yderligere 1gG- og IgM-strip muligggr analyse af parrede
prover fra to patienter. Ved anvendelse af hele rammen bestaende
af 6 1gG- og 6 IgM-strips samtidigt, kan CSF- og serumprgver fra 11
patienter analyseres for IgG- og IgM-antistoffer.

Placer ubrugte mikrobrgnde i plastikposen med genluk sammen
med tgrremidlet, luk posen omhyggeligt, og opbevar ved 2-8°C.
Mikrobrgndene kan anvendes i op til 12 uger efter fgrste abning,
forudsat de opbevares pa denne made.

4.2.2  Prgvediluent -
Klar til brug. Opbevar ubrugt prgvediluent ved 2-8°C.

4.2.3  Promyvaci pufr - koncentrat -
Leveres x25 koncentreret. Fremstil brugsklar vaskebuffer

ved at tilsette 1 del vaskebufferkoncentrat til 24 dele friskt
deioniseret eller destilleret vand (eller tilseet indholdet
af vaskebufferkoncentratet til 1200mL friskt deioniseret
eller destilleret vand). Tiloered den ngdvendige maengde
brugsoplgsning af vaskebuffer den dag, den skal bruges. Upbevar
ubrugt koncentrat ved 2-8°C.

Ubrugt brugsoplgsning af vaskebuffer ma ikke gemmes til senere
brug (se Afsnit 7.2.11).

4.2.4  Positiv IgG-kontrol -

Klar til brug. Opbevar ubrugt positiv IgG-kontrol ved 2-8°C.

4.2.5  Positiv IgM-kontrol -

Klar til brug. Opbevar ubrugt positiv IgM-kontrol ved 2-8°C.
4.2.6 Flagelkonjugat, peroxidase og rekonstitutionsbuffer -
Rekonstituer det lyophiliserede, biotinylerede  Borrelia-
flagelkonjugat med indholdet af rekonstitutionsbufferen, og
tilsaet 650pL peroxidasekompleks. Bland indholdet ved inversion.
Det rekonstituerede flagelkonjugat skal fremstilles mindst 1 time
inden brug. Det rekonstituerede flagelkonjugat skal opbevares
ved 2-8°C og anvendes inden for 3 maneder.

4.2.7  Substrat -

Klar til brug. Opbevar ubrugt substrat ved 2-8°C.

4.2.8  Stopoplgsning -

Klar til brug. Opbevar ubrugt stopoplgsning ved 2-8°C.
5. YDERLIGERE REAGENSER

5.1. REAGENSER
Friskt deioniseret eller destilleret vand
6. UDSTYR

Der skal bruges fglgende udstyr
Malecylinder (2L)
Reagensrgr, der kan indeholde cirka 5mL

Praecisionsmikropipetter og engangsspidser, der kan levere

volumener pa 10-1000uL
8-kanalspipette, der kan levere 100uL (valgfri)
Reagensbeholdere til 8-kanalspipette (valgfri)

Rent, sugende papir (til at banke mikrobrgnde tgrre pa)
Plastiklag til mikrobrgndsplade

Mikrotiter-pladeryster med en minimumshastighed pa 500rpm og
en orbitaldiameter pa 3-4mm. For information om pladerysteres
anvendelse, kontakt venligst Deres lokale forhandler.

Timer

Automatisk pladevasker (valgfri) eller passende udstyr til vask af 8
mikrobrgndsstrips med mikrobrgnde (afsnit 9.2.3).

Bemaerk: Hvis der vaskes mindre end 8 testmikrobrgnde i en
strip ved anvendelse af en automatvasker med hoved til 8
mikrobrgnde, er det vigtigt at fylde strippen helt op med tomme
mikrobrgnde.

Spektrofotometer eller ElA-pladelaeser, som kan laese en 96
mikrobrgndsplade med 8 mikrobrgndstrips ved en absorbans
pa 450nm med en reference pa 620-650nm. (Valgfri, Afsnit 9,3,
Aflaesning af testresultater).

7. FORHOLDSREGLER

7.1.  SIKKERHEDSFORANSTALTNINGER

7.1.1 Ma kun anvendes af professionelle.

7.1.2 Brug ikke enheden i tilfeelde af funktionsfejl.

7.13 Oplysninger om potentielt farlige komponenter fremgar
af sikkerhedsdatabladet, der er tilgeengeligt pa Thermo
Fishers website, og produktmaerkningen.

Alle alvorlige handelser, der matte opsta med
relation til brugen af udstyret, skal indrapporteres til
producenten og til den kompetente myndighed i det
medlemslandland, hvor brugeren og/eller patienten
opholder sig.

Selvom det serum, der bruges til tilberedning af de
positive kontroller, ertestetindividuelt og fundet negativt
for hepatitis B-virus-overfladeantigen og antistoffer til
HIV og hepatitis C, skal de positive kontroller behandles
som potentielt smitsomme materialer.
Stopoplgsningen indeholder svovlsyre (0,46mol/L).
Undga kontakt med hud og gjne ved at baere beskyttende
t@j og briller.

Spis og drik ikke, opbevar ikke og tillav ikke mad, og tag
ikke sminke pa i det angivne arbejdsomrade.

7.1.6

7.1.8
7.1.9

Pipetter ikke materialer med munden.

Baer engangshandsker ved handtering af kliniske
prgver, og vask altid haender efter at have arbejdet med
infektigse materialer.

Bortskaf alle kliniske prgvematerialer og positive
kontroller i overensstemmelse med den lokale
lovgivning.

Sikkerhedsdataark udleveres til professionelle brugere
efter anmodning.
Promyvacipufr-koncentratindeholderTris-hydrochlorid,
der i henhold til de geeldende bestemmelser for Det
Europaeiske Faellesskab (EF) er klassificeret som en fare.
Fglgende er de relevante Risiko- og Sikkerhedssaetninger
(H- og P-satninger):

7.1.10

7.1.11

7.1.12

ADVARSEL H315 Forarsager hudirritation.

H319 Forarsager alvorlig
gjenirritation.

P332+P313 |Ved hudirritation:
S¢g legehjeelp.

P305+P351 |VED KONTAKT MED @JNENE:

+P338 Skyl forsigtigt med vand i flere
minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser, hvis dette kan
gores let. Fortsaet skylning.

P280 Baer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestgj/
pjenbeskyttelse/
ansigtsbeskyttelse

7.2
7.2.1

TEKNISKE FORHOLDSREGLER
Komponenterne ma ikke anvendes efter
udlgbsdatoen, der er trykt pa etiketterne. Bland og
brug ikke reagenser fra forskellige batches/lots med
undtagelse af standardreagenser (prgvediluent,
vaskebufferkoncentrat, substrat og stopoplgsning).
Reagenserne er leveret i de fastsatte, brugsklare
koncentrationer. Testens resultat bliver pavirket, hvis
reagenserne modificeres eller opbevares under forhold,
som afviger fra de i Afsnit 4.2 anfgrte.
Undga kontaminering af reagenser.
Brug separate engangspipetter eller pipettespidser til
hver enkelt prgve, kontrol eller reagens for at undga
krydskontaminering af prgver eller kontroller, hvilket
kan give fejlbehzeftede resultater.
Undga kontaminering
oxidationsmidler.

7.2.3
7.24

7.2.5 med metalioner og

7.2.6 Opbevar deioniseret eller destilleret vand til fortynding
af koncentrerede reagenser i rene beholdere for at
undga mikrobiel kontaminering.

Anvend ikke substrat, der viser en bla farve, inden det
tilsaettes til mikrobrgndene.

Beskyt substratet mod lys.

Mikrobrgndene kan ikke genbruges.

Manuelt eller automatisk vaskeudstyr skal veere fri for
mikrobiel kontaminering og veere korrekt kalibreret og
vedligeholdt ifglge producentens instruktioner.

7.2.8
7.2.9
7.2.10

7.2.11  Ubrugt brugssoplgsning af vaskebuffer ma ikke gemmes
til senere brug. Beholdere til vaskebuffer skal skylles i
deioniseret eller destilleret vand og stilles til tgrring, nar
de ikke er i brug.

8. INDSAMLING OG KLARG@RING AF PROVER

8.1. INDSAMLING AF PR@GVER

IDEIA Lyme Neuroborreliosis kittet er beregnet til analyse af
parvise prgver af humant CSF og serum samtidigt. De parvise
CSF- og serum-prgver bgr anskaffes fra patienten samtidigt.
Der kraeves mindst 0,5mL CSF, og fortrinsvist skal der udtages
1-2mL CSF, da dette vil muligggre gentagelse af analysen og/eller
udfgrelse af analysen med en mindre CSF-fortynding. Vedr. serum
er 0,5mL tilstraekkeligt.

Analyse af turbide eller viskgse prgver kan fgre til upalidelige
resultater pa grund af pipetteringsfejl.

Parvise CSF- og serumprgver kan opbevares i op til 14 dage ved
2-8°Cinden analyse og op til 6 maneder ved —20°C eller derunder.
8.2. PR@VEFORBEREDELSE

Fortynd CSF-prgverne 1+4 ved tilsaetning af 100uL CSF til 400pL
prgvediluent.

Fortynd serumprgverne 1+200 ved tilsaetning af 10uL serum til
2mL prgvediluent.

9. TESTPROCEDURE

SE AFSNIT 7.2, TEKNISKE FORHOLDSREGLER, INDEN UDF@RELSE
AF TESTPROCEDUREN.

9.1. PROCEDUREBEMZRKNINGER

9.1.1 Validering af analysens ydeevne er baseret pa samtidig
dobbeltanalyse af alle prgver. Hvis patientprgverne
skal kgres som enkeltprgver, anbefales det, at
brugerne kun ggr dette, nar de er blevet grundigt
bekendt med analysens praestationskarakteristika.
Intraanalysevariationen (CV%) er cirka 50% hgjere nar
baseret pa enkeltbestemmelse.

Hvis en pladeryster i stand til 500rpm ikke er
tilgeengeligt, kan hastigheden af omrystningen af
mikrobrgndsstripsene i de 2 inkubationstrin nedsaettes
til 300rpm, uden at det alvorligt pavirker analysens
ydeevne. Eventuelt er en protokol for statisk inkubation
tilgeengelig. Kontakt Deres lokale forhandler for
yderligere information om egnede protokoller.

9.2. ANALYSEPROCEDURE

BEMARK: Der skal bruges en mikrotiter-pladeryster til
analyseproceduren. For information om egnede pladerystere,
kontakt venligst Deres lokale forhandler.

Hvis der anvendes flere strips, anbefales det, at der anvendes
en 8-kanalspipette til tilseetning af konjugat, substrat og
stopoplgsning.

9.2.1

Saet det ngdvendige antal mikrobrgnde i mikrobrgndsholderen.
Tilseet 100uL fortyndet patient-CSF og -serum til dublerede
mikrobrgnde i bade den anti-IgG-strip- og den anti-IlgM-strip-
mikrobrgnd. Sgrg for forsigtig handtering af strimlerne, isaer
hvis brgndene har lgsnet sig fra strimlen, da hver strimmel er
maerket, og de individuelle brgnde ikke er maerket. Tilseet 100pL
positiv 1gG-kontrol til 2 anti-lgG-mikrobrgnde og 100uL positiv
IgM-kontrol til 2 anti-lgM-mikrobrgnde. Tilsaet prgvediluent til
separate IgG- og IgM-mikrobrgnde. (Der skal inkluderes mindst
1 mikrobrgnd med prgvediluent sammen med hvert prgvebatch).

9.2.2

Tildeek og inkuber mikrobrgndene pa en pladeryster ved
stuetemperatur (20-25°C) under omrystning i 60 minutter.

9.23

Mikrobrgndene skal vaskes med brugsklar vaskebuffer (se Afsnit
4.2.3).

Vasketeknikken er vigtig for testresultatet og skal foretages, sa det
sikres, at mikrobrgndene fyldes helt (med mindst 350pL brugsklar
vaskebuffer) og tammes helt.

Tilsaetning af prgvemateriale og kontrol

Prgveinkubation

Vask af mikrobrgndene

Det er vigtigt, at der gennemfgres fire vaskecyklusser enten
med automatisk eller manuel vasketeknik, som bgr omfatte en
iblgdsaetningsperiode pa to minutter under den anden vask eller
iblgdsaetning pa i alt to minutter under hele cyklussen.

Manuel vask

Hvis mikrobrgndene vaskes manuelt, skal indholdet aspireres
eller rystes ud. Sgrg for, at mikrobrgndene bliver helt fyldt
med friskblandet vaskebuffer og helt tgmt igen. Mellem hvert
vasketrin fjernes al den tiloversblevne vaskebuffer ved at banke
de omvendte mikrobrgnde let mod sugende papir.

Effektiviteten af manuel vask sikres yderligere, hvis vaskebufferen
tilfgres i en vinkel, sa der skabes en hvirvel i mikrobrgndene. Efter
den sidste vask skal pladen vendes om og bankes let pa sugende
papir for at fjerne de sidste spor af vaskebufferen.

Automatisk vask

Automatiske vaskere skal programmeres til at fuldfgre 4
vaskecyklusser og inkorporere, hvad der svarer til to minutters
iblgdsaetning under hele vaskecyklussen. Vaskeapparaterne skal
vaere korrekt kalibrerede for at sikre fuldstaendig fyldning og
tgmning af mikrobrgndene mellem hver vask. Efter sidste vask
skal pladen vendes pa hovedet og bankes let mod sugende papir
for at fierne de sidste spor af vaskbuffer.

9.2.4
Bland flagelkonjugatet ved inversion. Tilsaet 100uL flagelkonjugat
til hver mikrobrgnd.

9.2.5
Tildeek og inkuber mikrobrgndene pa en pladeryster ved
stuetemperatur (20-25°C) under omrystning i 60 minutter.

9.2.6
Vask mikrobrgndene som beskrevet i 9.2.3.

9.2.7 Tilszetning og inkubation af substrat

Tilsaet 100pL substrat til hver mikrobrgnd.

Tildek og inkuber mikrobrgndene ved stuetemperatur (20-25°C)
uden omrystning i 10 minutter.

9.2.8
Tilseet 100uL stopoplgsning til hver mikrobrgnd. Sgrg for, at
indholdet blandes godt i mikrobrgndene. Det farvede produkt er
stabilt i 30 minutter. Ma ikke udsaettes for direkte sollys, da der
kan opsta fotoafblegning af det farvede produkt.

9.3.  AFLASNING AF TESTRESULTATER

9.3.1 Fotometrisk aflaesning

Mikrobrgndene bgr afleeses fotometrisk inden for 30 minutter
efter tilseetning af stopoplgsningen. Bland indholdet af
mikrobrgndene, og aflaes absorbansen i hver mikrobrgnd ved
hjaelp af et passende spektrofotometer eller en EIA-pladeaflaeser
indstillet til 450nm. Kontroller, at bunden af mikrobrgndene er
ren fgr aflesningen, og at der ikke findes fremmedlegemer i
mikrobrgndene. Aflaeseren skal nulstilles mod luft (dvs. uden
plade i holderen), fgr pladen scannes.

Tilsaetning af konjugat
Inkubation af konjugat

Vask af mikrobrgndene

Reaktionen stoppes

Alternativt bgr der, hvis spektrofotometret eller EIA-pladelaeseren
tillader brug af en referencebglgelaengde (ved 620 til 650nm),
udfgres dobbelt bglgeleengdeafleesning, da dette eliminerer
potentiel interferens pa grund af forstyrrelser, sasom snavs eller
maerker, pa mikrobrgndenes optiske overflader.

9.4.  RESUME AF IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS

Serg for, at reagenserne har naet stuetemperatur (15-30°C) inden brug
Tilsaet 100pL kontrol eller testserum/CSF

Inkuber ved 20-25°C
under omrystning i 60 minutter

Vask (x4)

Tilsaet 100pL flagelkonjugat

Inkuber ved 20-25°C
under omrystning i 60 minutter
Vask (x4)

Tilseet 100pL substrat
Inkuber ved 20-25°C
uden omrystning i 10 minutter

Tilsast 100pL stopoplesning

Aflzes absorbansen fotometrisk ved 450nm (reference, 620-650nm)



10. KVALITETSKONTROL 0G FORTOLKNING AF
RESULTATER
10.1. BUFFERKONTROL

Beregn middel-OD-vaerdierne af de 2 bufferkontrolmikrobrgnde.

Middel-OD-vaerdien af bufferkontrollen skal vaere mindre
end 0,100, men stgrre end 0,000 (afleesning med dobbelt
bglgelaengde).

Hvis veerdien er over 0,100, kan utilstreekkelig vask eller
kontaminering af substratet veere &rsagen. Hvis veerdien er
under 0,000, bgr pladeafleeseren nulstilles mod luft pa ny, og
mikrobrgndene afleeses igen.

Hvis kvalitetskontrolkravene ikke er opfyldt, er testresultaterne
ugyldige, og analysen skal gentages.

10.2. POSITIV IgG-KONTROL OG POSITIV IgM-KONTROL
Beregn middel-OD-veerdierne for positiv IgG-kontrol og positiv
IgM-kontrol. De enkelte OD-vzerdier af dobbeltbestemmelserne
bgr ikke afvige mere end 15% fra middel-OD-veaerdien.

Middel-OD-vaerdien for henholdsvis den positive IgG-kontrol
og den positive IgM-kontrol skal veere mindst 0,500. Hvis disse
veaerdier er mindre end 0,500, kan det skyldes utilstraekkelig vask,
utilstraekkelig omrystning under inkuberingerne eller for lav
omgivende temperatur navnlig under inkubation med substratet.

Hvis kvalitetskontrolkravene ikke er opfyldt, er testresultaterne
ugyldige, og analysen skal gentages.

10.3. PATIENTPR@VER

Beregn middel-OD-vaerdien for hver patients CSF (ODCSF) og
serum (ODserum) -prgve med henblik pa bestemmelse af bade
IgG og IgM. OD-vzerdierne bgr ikke afvige mere end 15% fra
middelveerdien. Alle sddanne prgver bgr analyseres igen. Hvis
imidlertid begge testmikrobrgnde viser et negativt resultat, kan
en forskel pd mere end 15% vaeere acceptabelt uden ny analyse,
da lave OD-veerdier males med mindre praecision.

Indeksformlen for specifikt antistof er givet nedenfor. Beregn
indekset for specifikt antistof for heholdsvis 1gG (lIgG) og IgM
(llgM). Beregning af indekset bgr ikke udfgres, hvis middel-OD-
vaerdien af CSF-bestemmelsen er mindre end 0,150. Alle sddanne
analyser bgr rapporteres som vaerende negative.

OD csF
Indeks = X (OD¢; - OD serum)
OD seruM
10.4. FORTOLKNING AF RESULTATER
10.4.1 Kvalitativ fortolkning

Fortolk som fglger:

Negativ for produktion af intratekale IgG-antistoffer mod
B. burgdorferi:
116G <0,3
eller OD csrF <0,150
Positiv for produktion af intratekale IgG-antistoffer mod
B. burgdorferi:
116G 20,3
Negativ for produktion af intratekale IgM-antistoffer mod

B. burgdorferi:

I 1M <0,3
eller OD csF <0,150
Positiv for produktion af intratekale IgM-antistoffer mod

B. burgdorferi:

llem 20,3
10.4.2 Semikvantitativ fortolkning

Jo hgjere veerdi af det opndede indeks, jo mere udtalt er den
intratekale produktion af specifikt antistof. Indeksvaerdierne kan
vaere 100 eller endog hgjere.

Indekset for specifikt antistof er et overordentligt sensitivt
semikvantitativt mal for intratekal antistofproduktion, fordi
det afhaenger af raten af intratekal antistofproduktion,
permeabiliteten af barrieren mellem blodet og CSF og niveauet af
specifikke serumantistoffer. Derfor skal en andring i pa hinanden
fglgende prover taget efter behandling kun betragtes som
signifikant, hvis et positivt indeks bliver <0,3, eller hvis det falder
eller stiger mere end 5 gange. Dette er udelukkende vejledende.

10.4.3 Kommentarer til resultatfortolkninger

Resultatforklaring

Intratekal antistofproduktion er teoretisk til stede, hvis ODCSF/
ODSerum >1. Imidlertid er denne antagelse pd grund af
intraanlysevariationen navnlig i det nedre OD-omrade ikke
sikker. Netto-OD-differencen (ODCSF - ODSerum) giver mere
praecis information, men pa grund af intraanalysevariationen vil
den mindste ODdifferens indikativ for intratekal antistofsyntese
gges med stigende OD-veerdier. Disse ulemper elimineres ved
multiplikation af OD-ratioen med OD-differencen som udtrykt af
indekset for specifikt antistof (1).

Den nedre graense for indeksvaerdien pa 0,3 for et positivt resultat
sikrer, at ODCSF er signifikant hgjere end ODSerum®.

Positive resultater

Et indeks for 1gG og/eller IgM 20,3 med samtidig mononuklezer
pleocytose i CSF er meget indikativt for Lyme neuroborreliosis.
(En hgj CSF-OD-veerdi er i sig selv ikke indikativt for intratekal
antistofproduktion).

Et IgM-indeks 20,3 er almindeligvis i overensstemmelse med en
sygdomsvarighed pa mindre end 6 maneder. Intratekal syntese
af specifikt IgM er en kraftig indikation pa neuroborreliosis, men
IgM findes ikke obligatorisk. Patienter med aktiv neuroborreliosis,
der har varet i mere end 6 maneder, vil seedvanligvis kun have
intratekal syntese af specifikt IgG, og der vil blive pavist et IgG-
indeks 20,3.

Negative resultater

Et negativt resultat, det vil sige et IgG- og IgM-indeks <0,3, med
samtidig mononuklezer pleocytose i CSF udelukker ikke den
kliniske diagnose af Lyme neuroborreliosis. Dette gzelder navnlig,
nar der kun er gaet kort tid mellem indtraeden af de neurologiske
symptomer og udtagning af serum og CSF.

Hos de fleste ubehandlede patienter med sikre tegn pa
neuroborreliosis bliver specifikke antistoffer i CSF detekterbare i
den 2. uge efter indtraeden af de neurologiske symptomer®. Hos
patienter med tidlig neuroborreliosis og et negativt testresultat
bliver senere prgver ofte positive selv efter pabegyndelse af
behandling.

Et IgM-indeks <0,3 udelukker ikke altid specifik intratekal IgM-
syntese. Fundet af en hgj (>1,0) OD-veerdi for IgM i CSF, der er
lig med eller endog mindre end den tilsvarende serum-igM-
veerdi, kan stadigt veere indikativt for intratekal antistofsyntese,
hvis alvorlig forstyrrelse af barrieren mellem blod og CSF kan
udelukkes®.

Prgver taget efter behandling

Evaluering af pa hinanden fglgende CSF-/serumprgver taget efter
behandling: Efter passende antibiotikabehandling vil et specifikt
IgM-indeks falde, og efter 6-9 maneder vil det saedvanligvis vaere
<0,3. Et forhgjet IgG-indeks vil ofte vare ved i arevis pa trods af
fuldstaendig helbredelse.

Et IgG-indeks 20,3 uden samtidig mononuklezer pleocytose i CSF
er sjeeldent undtagen i prgver taget efter behandling. Derfor kan

et sadant fund indikere en tidligere episode af neuroborreliosis.
11. TESTENS BEGRANSNINGER

11.1. Kraftig kontaminering af CSF-prgven med blod kan fgre til

falskt lave indekser for specifikke antistoffer.

11.2. Pa grund af slegtskabet mellem antigener fra
B. burgdorferi og Treponema pallidum kan der, skgnt
sjeldent, forekomme serologiske krydsreaktioner hos
patienter med en nylig eller tidligere historie af neurosyfilis.
Serologisk diskriminering er mulig ved brug aftreponemale
tests sasom T pallidum-haemagglutinationsanalysen,
eller ikke-treponemale tests sasom rapid plasma reagin
(RPR)- eller Venereal Disease Research Laboratory (VDRL)-
testen. Disse tests vil vaere negative hos patienter, der kun
er inficeret med B. burgdorferi.

11.3. Tidligere antibiotikabehandling kan ophaeve
antistofreaktionen og derfor ggre de serologiske fund
mindre uforudsigelige.

11.4. Udtagning af prgver tidligt i sygdomsforlgbet kan fgre til
falske negative testresultater (se Afsnit 10, Forventede
resultater).

11.5. Testens resultat bliver pavirket, hvis reagenserne
modificeres eller opbevares under forhold, som afviger
fra de i Afsnit 4.2 anfgrte.

11.6. Testresultaterne bgr fortolkes sammen med informationer

fra epidemiologiske studier, klinisk bedgmmelse af
patienten og andre diagnostiske procedurer.
12. FORVENTEDE VARDIER

Et indeks for specifikt antistof 20,3 indikerer altid intratekal
syntese af specifikke antistoffer.

Hos patienter med neuroborreliosis begynder Intratekal
antistofsyntese saedvanligvisiden anden uge efter indtraeden af de
neurologiske symptomer. Produktion af specifikt 1gG og/eller IgM
kan pavises hos = 80% af patienterne med sikker neuroborreliosis
i begyndelsen af den tredje uge og hos alle patienter 6-8 uger
efter indtraeden af de neurologiske symptomer®.

Fraveer af intratekal antistofproduktion eller tilstedeveerelse af
specifikke antistoffer i CSF pa grund af udsivning fra serum eller
blod til CSF vil give antistofindekser <0.

13. SPECIFIKKE EFFEKTIVITETSKARAKTERISTIKA

Parvise CSF- og serumprgver fra 25 patienter med klinisk
defineret tidlig Lyme neuroborreliosis blev analyseret med IDEIA
Lyme Neuroborreliosis.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Antal
patienter
Positive for intratekalt producerede IgG-antistoffer 18
Negative for intratekalt producerede IgG-antistoffer 7
Positive for intratekalt producerede IgM-antistoffer 12
Negative for intratekalt producerede IgM-antistoffer 13
Positive for intratekalt producerede 1gG- og/eller IgM-antistoffer 19
Negative for intratekalt producerede IgG- og IgM-antistoffer 6

Et indeks for specifikt antistof 20,3 for 1gG blev fundet hos
72% og for IgM hos 48% af de 25 patienter med tidlig Lyme
neuroborreliosis. Kun én patient havde specifik IgM-syntese uden
samtidig IgG-syntese. Dog viste nogle patienter med lave 1gG-
indekser ved IgM-indekser >0,3. Derfor gges den diagnostiske
evidens ved at undersgge for bade specifik 1IgG- og IgM-syntese.
19 ud af 25 patienter (76%) med tidlig Lyme neuroborreliosis blev
identificeret med IDEIA Lyme Neuroborreliosis.

13.1. KRYDSREAKTIVITET

Et positivt resultat indikerer altid intratekal antistofsyntese mod
B. burgdorferi undtagen ved analyse af prgver fra patienter med
neurosyfilis. Prgver fra disse patienter kan give falske positive
resultater. Imidlertid forbliver indekset for B. burgdorferi-specifikt
antistof almindeligvis lavt. Endvidere er det et konsistent fund,
at krydsreagerende CSF-antistoffer savel som serumantistoffer
tilhgrer IgG-klassen3.

Betydningen af intratekal, polyklonal B-celleaktivering som arsag
til "falske positive" IgM-resultater kendes ikke3.

14. REFERENCER

1.  Burgdorferi W, Barbour AG, Hayes SF, Benach JL, Grunwaldt E, Davis
JP. (1982)
Lyme disease - a tick-borne spirochetosis?
Science 216: 1317-9.

2. Steere AC, Grodzicki RL, Kornblatt AN, Craft JE, Barbour AG,
Burgdorferi W, et al. (1983)

The spirochetal etiology of Lyme disease.
N EnglJ Med 308: 733-40.

3. Hansen K. (1994)

Lyme neuroborreliosis: Improvements of the laboratory diagnosis and a
survey of epidemiological and clinical features in Denmark 1985 - 1990.
Acta Neurol Scand (suppl. 151); 89: 1-44.

4. Stiernstedt GT, Granstrém M, Hederstedt B, Skéldenberg B. (1985)
Diagnosis of spirochetal meningitis by enzyme-linked immunosorbent
assay and indirect immunoflourescence assay in serum and
cerebrospinal fluid.

J Clin Microbiol; 21: 819-25.
5. Hansen K, Hindersson P, Pedersen NS. (1988)

Measurement of antibodies to the Borrelia burgdorferi flagellum
improves serodiagnosis in Lyme disease.
J Clin Microbiol 26: 338-46.

6. Hansen K, Lebech A-M. (1991)
Lyme neuroborreliosis: a new sensitive diagnostic assay for intrathecal
synthesis of Borrelia burgdorferi-specificimmunoglobulin G, A, and M.
Ann Neurol; 30: 197-205.

7.  Craft JE, Duncan KF, Shimamoto GT, Steere AC. (1986)
Antigens of Borrelia burgdorferi recognized during Lyme disease.
Appearance of a new immunoglobulin M response and expansion of
the immunoglobulin G response late in the illness.
J Clin Invest 78: 934-9.

8. Karlsson M, Mdllegard I, Stiernstedt G, Henriksson M, Wretlind B.
(1988)
Characterization of antibody response in patients with Borrelia
meningitis.
Serodiagn Immunother Infect Dis; 2: 375-86.

9.  Wilske B, Schierz G, Preac-Mursic V, von Busch K, Kiithbeck R, Pfister
HW, et al. (1986)
Intrathecal production of specific antibodies against Borrelia burgdorferi
in patients with lymphotic meningoradiculitis (Bannwarth’s syndrome).
J Infect Dis; 153: 304-14.

10. Hansen K, Cruz M, Link H. (1990)
Oligoclonal Borrelia burgdorferi-specific IgG antibodies in cerebrospinal
fluid in Lyme neuroborreliosis.
J Infect Dis; 161: 1194-202.

11. Karlsson M. (1990)
Western immunoblot and flagellum enzyme-linked immunosorbent
assay for serodiagnosis of Lyme borreliosis.
J Clin Microbiol 28: 2148-50.

15. SYMBOLFORKLARING

Katalognummer

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostisk brug

Se brugervejledningen (Instructions for Use — IFU)

Temperaturgranser (opbevaringstemp.)

Tilstraekkeligt indhold til <N> test

Batchkode (partinummer)

Skal anvendes inden (udlgbsdato)

0N M ikke udszettes for sollys
-
o )
T Tilszet vand
Importgr

Unik enhedsidentifikator

Autoriseret repraesentant i EU

Overensstemmelsesvurdering for Storbritannien

Europaeisk overensstemmelseserklzering

Producent

Oxoid Limited,
“ Wade Road, Basingstoke,
Hampshire, RG24 8PW Storbritannien

Kontakt din lokale forhandler for at fa teknisk hjeelp.

Version Dato for indfgrte aendringer

X7840G April 2024

Opdateret for at opfylde IVDR-kravene




Key Code TSMX7840G
www.thermofisher.com

Europe +800 135 79 135 US 1855 2360 190
CA 1 855 805 8539 ROW +31 20 794 7071

IDEIA Lyme
Neuroborreliosis

K602811-2 /96 IT

1. USO PREVISTO

IDEIA Lyme Neuroborreliosis € un test immunoenzimatico
qualitativo per la rilevazione di anticorpi 1gG e IgM umani
prodotti per via intratecale anti-Borrelia burgdorferi sensu lato
da campioni clinici. | risultati dei test hanno lo scopo di aiutare i
medici nella diagnosi della neuroborreliosi di Lyme. Il dispositivo
non & automatizzato, é solo per uso professionale e non é adatto
per la diagnostica di accompagnamento.

Per uso diagnostico in vitro.

2. SOMMARIO

La borreliosi di Lyme & una infezione multisistemica provocata
dalla spirocheta B. burgdorferi sensu lato trasmessa da morso di
zecca'?,

La neuroborreliosi, in cui viene interessato il sistema nervoso, &
una manifestazione grave comune della borreliosi di Lyme®.

E necessario un test diagnostico sensibile e affidabile per la
neuroborreliosi che, al contrario di altre malattie esistenti
caratterizzate da sintomi simili, risponde alla terapia antibiotica.

Attualmente, il migliore indicatore per la neuroborreliosi attiva
€ una variazione inflammatoria del fluido cerebrospinale (CSF),
in particolare un aumento del numero di cellule mononucleari
(pleocitosi mononucleare) combinata con la manifestazione
di anticorpi Borrelia-specifici prodotti intratecalmente nel
CSF. La ricerca di una immunorisposta intratecale specifica
e piu significativa dal punto di vista diagnostico rispetto alla
misurazione degli anticorpi specifici nel siero. Inoltre, nel
caso della neuroborreliosi, la sintesi di anticorpi specifici e
frequentemente rilevata nel CSF prima che nel siero*°.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis &€ un saggio indicato per la ricerca
diretta e sensibile degli anticorpi di classe IgG e di classe IgM
umani anti-Borrelia burgdorferi prodotti intratecalmente®. Non
€ necessaria la misura di sostanze di riferimento (albumina, ecc.)
né complicate correzioni per la trasudazione di anticorpi sierici
nel CSF provocata da un danno alla barriera sanguigna del CSF.
Neppure la contaminazione sanguigna del CSF durante una
centesi spinale porta a risultati falsi positivi.

Il saggio utilizza come antigene il flagello nativo purificato DK1
del ceppo B. Burgdorferi. Il flagello & altamente immunogenico,
induce una immunorisposta precoce, intensa e persistente’® ed
¢ il principale antigene per la risposta anticorpale intratecale®*°.
Rispetto all’antigene convenzionale e pil comunemente usato
per il saggio, che si basa sull’estratto della spirocheta dall’intera
cellula, l'antigene flagellare nativo purificato consente una
sensibilita e una specificita diagnostica migliori dei dosaggi
sierologici per la borreliosi di Lyme®*. Inoltre, non presentando
variazioni di rilievo tra i ceppi di B. burgdorferi, il flagello utilizzato
come antigene per il saggio e idoneo in tutte le aree geografiche.
3. PRINCIPIO DELLA PROCEDURA

Il test si basa sul principio a cattura ELISA e consiste di un saggio di
cattura delle IgG umane e di un saggio di cattura delle IgM umane
per la determinazione degli anticorpi rispettivamente di classe
1gG e IgM anti- B. burgdorferi prodotti intratecalmente. Viene
descritto dettagliatamente in seguito il saggio di cattura delle 1gG
umane.

Le coppie di campioni di CSF e di siero vengono aggiunte nei
micropozzetti ricoperti di anticorpo specifico per le IgG umane.
La diluizione del CSF e del siero assicura che I'anticorpo di cattura
anti-IgG umane venga saturato con le 1gG del CSF o del siero.
Pertanto, nei micropozzetti viene catturata la stessa quantita di
1gG totali, dal CSF o dal siero.

Dopo il lavaggio per eliminare le proteine in eccesso, si aggiunge
nei micropozzetti il flagello nativo di Borrelia biotinilato
complessato con streptavidina perossidasi-coniugata (coniugato
del flagello). Il coniugato del flagello viene cosi legato solamente
dalle 18G B. burgdorferi-specifiche e non dalle IgG non-B.
burgdorferi-specifiche.

Il coniugato del flagello in eccesso viene rimosso mediante
lavaggio. La quantita legata di coniugato del flagello per
micropozzetto viene visualizzata per aggiunta di un substrato
cromogeno che sviluppa una colorazione blu. Lacido aggiunto per
bloccare la reazione fa virare il colore da blu a giallo. Lintensita
della colorazione corrisponde alla concentrazione delle 1gG B.
burgdorferi-specifiche catturate sulla fase solida.

Il saggio di cattura delle IgM umane é simile a quello delle 1gG
umane, eccetto che in questo caso i micropozzetti sono ricoperti
di un anticorpo di cattura anti-IgM umane.

Normalmente, le concentrazioni totali di IgG e di IgM nel CSF
sono molto basse rispetto ai livelli nel siero. Pertanto, nella
produzione intratecale di anticorpi B. burgdorferi-specifici, la
quantita di anticorpi di classe 1gG o IgM specifici nel CSF costituira
una percentuale molto maggiore della quantita totale di 1gG e di
IgM rispetto alle percentuali rilevate nel siero. Nel caso non vi sia
una produzione anticorpale intratecale specifica, oppure quando
gli anticorpi specifici nel CSF sono dovuti a contaminazione
sanguigna o a trasudazione dal siero, la differenza tra il valore di
densita ottica (OD) per il CSF e il valore OD del siero risultera <0.

Di conseguenza, nel caso della neuroborreliosi, si otterra un
valore OD significativamente maggiore per il CSF rispetto al
valore ottenuto per il campione sierico. In questi casi, pertanto,
la differenza tra il valore OD per il CSF e il valore OD per il siero
sara >0.

Il confronto dei valori di densita ottica per le coppie di campioni
sierici e di CSF, analizzati in parallelo, consente la determinazione
della produzione intratecale degli anticorpi B. burgdorferi-
specifici. La formula per il calcolo dei risultati del test & stata
messa a punto prendendo in considerazione le variazioni intra-
saggio nel confronto delle differenze di valori OD tra le coppie di
campioni sierici e di CSF®.

A causa delllimmunocattura selettiva degli anticorpi di classe 1gG e
IgM, non si verifica alcuna interferenza competitiva con altre classi di
immunoglobuline. L'uso di un antigene coniugato per il test elimina
inoltre le interferenze provenienti dal fattore reumatoide (FR).

4. REAGENTI FORNITI
e
2C g
Ciascun kit contiene materiale sufficiente per 96 determinazioni.

La stabilita del kit e indicata sull'etichetta all'esterno della
confezione. Conservare i componenti inutilizzati a 2-8°C.

4.1. CONTENUTO DEL TEST IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS

Un libretto di istruzioni per I'uso.

|B

48 micropozzetti (6 strisce da 8 micropozzetti
ciascuna) ricoperti di anti-lgG umane
(indicata con una "G" stampata sulla
linguetta all'estremita di ciascuna striscia di
micropozzetti) e 48 micropozzetti (6 strisce
da 8 micropozzetti ciascuna) ricoperti di anti-
IgM umane (indicata con una "M" stampata
sulla linguetta all'estremita di ciascuna striscia
di micropozzetti). Per la conservazione dei
micropozzetti non utilizzati viene fornita
una bustina in plastica sigillabile. Garantire
un'attenta manipolazione delle strisce, in
particolare se i pozzetti sono staccati dalla
striscia, poiché ciascuna é etichettata ma i
singoli pozzetti non sono etichettati.

Un flacone di ciascuno dei seguenti reagenti:

SAMPLE DILUENT 100mL di diluente per campione: soluzione

tampone con detergente, agente antimicrobico
e colorante rosso.

WASH BUFFER (X2 50mL di tampone di lavaggio concentrato 25x.
Soluzione tamponata con detergente e agente
antimicrobico.

1gG POSITIVE CONTROL 1,5mL di controllo positivo per le IgG: siero

umano in soluzione tampone con agente
antimicrobico e colorante verde.

'gM POSITIVE CONTROL 1,5mL di controllo positivo per le IgM: siero

umano in soluzione tampone con agente
antimicrobico e colorante giallo.

LAGELLUM CONJUGATE|  Conjugato di flagello liofilizzato: flagello di

B. Burgdorferi biotinilato da ricostituire con
tampone di ricostituzione e complessare con
streptavidina coniugata con perossidasi prima
dell’'uso.

RECONSTITUTIONBUFFER] 12 S5mlL di tampone di ricostituzione:

soluzione tampone con detergente, agente
antimicrobico e colorante blu.

EROXIDASE COMPLEX 1mLdi complesso di perossidasi: streptavidina

coniugata con perossidasi in soluzione
tampone contenente proteine vettrici e un
agente antimicrobico.

SUBSTRATE TMB 12mL di substrato: perossido stabilizzato e

3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina in una soluzione
tampone diluita. E stato riportato che la TMB
non & cancerogena. Tuttavia, si raccomanda
I'utilizzo di dispositivi di protezione individuale
per evitare I'esposizione diretta al prodotto.

I I | 1‘ _ |
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STOP SOLUTION 25mL di soluzione bloccante: acido solforico

0,46mol/L.

.2.  PREPARAZIONE, CONSERVAZIONE E RIUTILIZZO DEI
COMPONENTI DEL KIT

La confezione del kit IDEIA Lyme Neuroborreliosis consente di

eseguire sino a 6 cicli individuali in 3 mesi, prima della data di

scadenza indicata sull’'etichetta. Per garantire la performance

ottimale del kit & importante che tutti i reagenti non utilizzati

siano preparati e conservati seguendo le seguenti istruzioni:

4.2.1  Micropozzetti -

Aprire la bustina contenente la piastra tagliando lungo la
chiusura. Staccare le strisce di anti-IgG umane (indicata con una
"G" stampata sulla linguetta all'estremita di ciascuna striscia di
micropozzetti) e di anti-IgG umane (indicata con una "M" stampata
sulla linguetta all'estremita di ciascuna striscia di micropozzetti) nel
numero richiesto per il dosaggio e riporle nel blocco.

E-)

Degli 8 micropozzetti di una striscia, quattro consentono la
determinazione in duplicato del CSF e del siero di un paziente
e i rimanenti quattro sono utilizzati per il controllo positivo e
il controllo tampone. Ciascuna striscia addizionale di 1gG e di
1gM consente I'analisi di coppie di campioni provenienti da due
pazienti. Quando viene utilizzato contemporaneamente l'intero
blocco di 6 strisce 1gG e 6 strisce IgM, possono essere analizzati,
per la ricerca degli anticorpi di classe IgG e IgM, i campioni di CSF
e di siero provenienti da 11 pazienti.

| micropozzetti non utilizzati devono essere riposti nella bustina
di plastica con I'essiccante, sigillata accuratamente, e conservati a
2-8°C. | micropozzetti possono essere utilizzati entro 12 settimane
dalla prima apertura se vengono seguite le istruzioni indicate per
la conservazione.

4.2.2  Diluente del campione -

Pronto per 'uso. Conservare il diluente per campione inutilizzato
a2-8°C.
4.2.3  Tampone di lavaggio concentrato -

Fornito concentrato 25x. Preparare il tampone di lavaggio alla
concentrazione di lavoro aggiungendo 1 parte di tampone di
lavaggio concentrato a 24 parti di acqua deionizzata o distillata
fresca (alternativamente, aggiungere il contenuto del flacone del
tampone di lavaggio concentrato a 1200mL di acqua deionizzata
o distillata fresca). Preparare il tampone di lavaggio alla
concentrazione richiesta il giorno stesso dell’utilizzo. Conservare
la soluzione concentrata inutilizzata a 2-8°C.

Non conservare il tampone di lavaggio alla concentrazione
di lavoro inutilizzato per un uso successivo (vedere la Sezione
8.2.11).

4.2.4  Controllo positivo per le IgG -

Pronto per I'uso. Conservare il controllo positivo per le IgG non
utilizzato a 2-8°C.

4.2.5 Controllo positivo per le IgM -

Pronto per I'uso. Conservare il controllo positivo per le IgM non
utilizzato a 2-8°C.

4.2.6 Coniugato del flagello, perossidasi e tampone di
ricostituzione - [FLAGELLUM CONJUGATE]/[RECONSTITUTION BUFFER]/
Ricostituire il coniugato del flagello di Borrelia liofilizzato,
biotinilato con il contenuto del tampone di ricostituzione e
aggiungere 650uL di complesso di perossidasi. Miscelare il
contenuto per inversione. Il coniugato del flagello ricostituito
deve essere preparato almeno 1 ora prima dell’uso. Il coniugato
del flagello ricostituito deve essere conservato a 2-8°C e utilizzato
entro 3 mesi.

4.2.7  Substrato -
Pronto per I'uso. Conservare il substrato non utilizzato a 2-8°C.
4.2.8  Soluzione bloccante -

Pronta per I'uso. Conservare la soluzione bloccante non utilizzata
a2-8°C.

5. REAGENTI AGGIUNTIVI

5.1. REAGENTI

Acqua deionizzata o distillata fresca.

6. ATTREZZATURA

E necessaria la seguente attrezzatura:

Cilindro graduato (2L)

Provette da circa 5mL di capacita

Micropipette di precisione e puntalimonouso per la dispensazione
di volumi di 10-1000uL

Pipetta da 8 canali per la dispensazione di 100pL (facoltativo)
Contenitori per reagenti per pipetta da 8 canali (facoltativo)
Carta assorbente pulita (per asciugare i micropozzetti)
Copripiastra in plastica

Agitatore per piastre per microtitolazione regolabile ad una
velocita minima di 500rpm con un diametro orbitale di 3-4mm.
Per informazioni sull’idoneita degli agitatori/incubatori contattare
la filiale distributore.

Contaminuti

Lavapiastre automatico (facoltativo) o altra attrezzatura idonea
per il lavaggio di strisce da 8 micropozzetti (Sezione9.2.3).

Nota: per il lavaggio di una striscia da 8 micropozzetti con un
lavapiastre automatico dotato di testa da 8 micropozzetti, &
importante riempire completamente la striscia con micropozzetti
vuoti.

Spettrofotometro o lettore di micropiastre con possibilita dilettura
di piastre da 96 pozzetti suddivise in strisce da 8 micropozzetti
ciascuna ad una assorbanza di 450nm con un valore di riferimento
nell’intervallo 620-650nm. (facoltativo, vedi Sezione 9.3, Lettura
dei risultati del test).

7. PRECAUZIONI

7.1. PRECAUZIONI DI SICUREZZA

7.1.1 Sebbene il siero utilizzato per la preparazione dei
controlli positivi sia stato analizzato individualmente
e sia risultato negativo per I'antigene di superficie del
virus dell’epatite B e per gli anticorpi dei virus HIV e
dell’epatite C, i controlli positivi devono essere trattati
come materiali potenzialmente infettivi.

7.1.2 La soluzione bloccante contiene acido solforico
(0,46mol/L). Indossare indumenti protettivi e protezioni
oculari per evitare il contatto con gli occhi e con la pelle.

7.1.3 Non mangiare, bere, conservare né preparare cibi o
applicare cosmetici nell’area di lavoro designata.

7.1.4 Non pipettare i materiali con la bocca.

7.1.5 Durante la manipolazione dei campioni clinici si
raccomanda l'utilizzo di guanti monouso e di lavarsi
sempre le mani dopo aver lavorato con materiale infetto.

7.1.6 Smaltire tutti i campioni clinici e i controlli positivi
conformemente alla legislazione locale.

7.1.7 Schede di sicurezza dei materiali sono disponibili su
richiesta per gli operatori specializzati.

7.1.8 Il Tampone di lavaggio concentrato contiene Tris-

cloridrato che é classificato come pericoloso ai sensi del
Regolamento applicabile della Comunita Europea (CE).
Le frasi H o indicazioni di pericolo e le frasi P o consigli di
prudenza applicabili sono le seguenti.

ATTENZIONE |H315
H319
P332+P313

Provoca irritazione cutanea.

Provoca grave irritazione oculare.

In caso di irritazione della pelle:
consultare un medico.

IN CASO DI CONTATTO CON GLI
OCCHI: sciacquare accuratamente
per parecchi minuti. Togliere
le eventuali lenti a contatto se
e agevole farlo. Continuare a
sciacquare.

P305+P351
+P338

P280 Indossare
protettivi/Proteggere gli

il viso.

guanti/indumenti
occhi/

7.2.
7.2.1

7.2.2
7.2.3

PRECAUZIONI TECNICHE
Esclusivamente per uso professionale.
In caso di malfunzionamento, non utilizzare il dispositivo.

Fare riferimento alla scheda di sicurezza, disponibile sul
sito web di ThermoFisher, e all’etichetta del prodotto per
informazioni sui componenti potenzialmente pericolosi.

Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al
dispositivo deve essere segnalato al produttore e
allautorita competente dello Stato membro in cui
I'utilizzatore e/o il paziente & ubicato.

| componenti non devono essere utilizzati dopo la data
di scadenza indicata sulle etichette. Non mischiare o
scambiare traloro reagenti provenienti da lotti differenti,
fatta eccezione per i reagenti standard (diluente per
campioni, soluzione di lavaggio concentrata, substrato
e soluzione bloccante).

| reagenti sono forniti a concentrazioni di lavoro fisse.
Qualsiasi alterazione dei reagenti o la conservazione
non conforme a quanto indicato nella Sezione 4.2 puo
influire negativamente sul risultato del test.

7.2.7

7.2.8

Evitare la contaminazione dei reagenti.

Utilizzare pipette monouso o puntali differenti per
ogni campione, controllo o reagente per evitare la
contaminazione crociata dei campioni o dei controlli,
che puo portare a risultati incorretti.

7.2.9 Evitare la contaminazione con ioni metallici ed agenti

ossidanti.

7.2.10 Conservare lacqua deionizzata o distillata per la
diluizione dei reagenti concentrati in contenitori puliti
per evitare contaminazione microbica.

7.2.11 Non utilizzare il substrato se presenta una colorazione

blu prima dell’aggiunta nei micropozzetti.
7.2.12
7.2.13
7.2.14

Proteggere il substrato dalla luce.
| micropozzetti non possono essere riutilizzati.

L'attrezzatura per il lavaggio, manuale o automatico,
deve essere priva di contaminazione microbica,
calibrata correttamente e conservata conformemente
alle istruzioni del fabbricante.

7.2.15 Non conservare il tampone di lavaggio alla
concentrazione di lavoro inutilizzato per un uso
successivo. Quando non utilizzati, i contenitori del
tampone di lavaggio devono essere sciacquati in acqua

deionizzata o distillata e lasciati asciugare.

8. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

8.1. RACCOLTA DEI CAMPIONI

Il kit IDEIA Lyme Neuroborreliosis consente di analizzare
contemporaneamente coppie di campioni di CSF e di siero umani.
| campioni di CSF e di siero in duplicato devono essere ottenuti dal
paziente nello stesso momento. Sono necessari almeno 0,5mL di
CSF, preferibilmente 1-2mL di CSF, per consentire la ripetizione
e/o la performance del saggio con una minore diluizione. Per il
siero, sono sufficienti 0,5mL.

L'analisi dei campioni dall’aspetto torbido o viscoso puo portare a
risultati non affidabili a causa di errori di pipettatura.

Le coppie di campioni di CSF e di siero possono essere conservate
per 14 giorni a 2-8°C prima dell’analisi e sino a 6 mesi a —20°C o
ad una temperatura inferiore.

8.2. PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Diluire i campioni di CSF 1:4 aggiungendo 100uL di CSF a 400pL di
diluente per campioni.

Diluire i campioni di siero 1:200 aggiungendo 10pL di siero a 2mL
di diluente per campioni.

9. PROCEDURA DEL TEST

PRIMA DI ESEGUIRE IL TEST FARE RIFERIMENTO ALLA SEZIONE
7.2 (PRECAUZIONI TECNICHE).

9.1. NOTE SULLA PROCEDURA

9.1.1 La conferma della performance del test si basa
sull’analisi in duplicato di tutti i campioni. Se si prevede
di analizzare i campioni dei pazienti singolarmente, si
raccomanda agli utenti di eseguire il test solamente
dopo aver acquisito sufficiente esperienza sulle
caratteristiche di performance del saggio. La variazione
intra-saggio (CV%) e circa 50% superiore quando viene
basata su una determinazione singola.

Se non é disponibile un agitatore regolabile a 500rpm,
la velocita di agitazione delle strisce durante le due fasi
diincubazione puo essere ridotta a 300rpm senza effetti
negativi sulla performance del test; alternativamente,
& disponibile un protocollo in condizioni statiche. Si
prega di contattare la filiale distributore per ulteriori
informazioni su un protocollo idoneo alle condizioni
disponibili.

9.2. PROCEDURA OPERATIVA

NOTA: la procedura operativa richiede I'uso di un agitatore per
piastre per microtitolazione. Per informazioni sull’idoneita degli
agitatori contattare la filiale distributore.

Se vengono utilizzate strisce multiple, si raccomanda di utilizzare
una pipetta a 8 canali per I'aggiunta del coniugato, del substrato e
della soluzione bloccante.

9.2.1

Collocare il numero richiesto di micropozzetti nel portapozzetti.
Aggiungere 100uL di CSF e disiero diluito del paziente in duplicato
in altrettanti micropozzetti della striscia anti-IgG e della striscia
anti-lgG. Garantire un'attenta manipolazione delle strisce, in
particolare se i pozzetti sono staccati dalla striscia, poiché ciascuna
e etichettata ma i singoli pozzetti non sono etichettati. Aggiungere
100uL di controllo positivo per le IgG a due micropozzetti anti-IgG
e 100pL di controllo positivo per le IgM a due micropozzetti anti-
IgM. Aggiungere diluente ai micropozzetti IgG e IgM (includere
almeno 1 micropozzetto con diluente per campione per ogni lotto
di campioni analizzato).

9.2.2

Coprire i micropozzetti ed incubare in agitatore a temperatura
ambiente (20-25°C) con agitazione per 60 minuti.

9.2.3

| micropozzetti devono essere lavati con tampone di lavaggio alla
concentrazione di lavoro (vedi Sezione 4.2.3).

Aggiunta del campione e del controllo

Incubazione dei campioni

Lavaggio dei micropozzetti

La tecnica di lavaggio e fondamentale per la performance del
test e deve pertanto essere eseguita correttamente, in modo
che i micropozzetti vengano riempiti (con un minimo di 350pL
di soluzione tampone alla concentrazione di lavoro) e svuotati
completamente.

Sono necessari quattro cicli di lavaggio, con tecniche di lavaggio
automatico o manuale, che devono comprendere 2 minuti di
immersione durante il secondo lavaggio o un totale di 2 minuti di
immersione durante il ciclo completo.

Lavaggio manuale

Per il lavaggio manuale dei micropozzetti, aspirare il contenuto o
svuotare i micropozzetti capovolgendoli e, utilizzando il tampone
di lavaggio preparato di fresco, accertarsi che vengano riempiti e
svuotati completamente. Dopo ogni ciclo di lavaggio, rimuovere
il tampone di lavaggio residuo picchiettando i micropozzetti
capovolti su carta assorbente pulita. Il lavaggio manuale risulta
piu efficiente se il tampone di lavaggio viene versato da una
angolazione tale da produrre un vortice nel micropozzetto. Dopo
il lavaggio finale, la piastra deve essere capovolta e picchiettata
su carta assorbente per rimuovere le tracce residue di tampone
di lavaggio.

Lavaggio automatico

| lavapiastre automatici devono essere programmati per
completare almeno 4 cicli di lavaggio, comprendendo
'equivalente di 2 minuti di immersione durante il ciclo completo.
| lavapiastre devono essere calibrati correttamente per assicurare
che i micropozzetti siano riempiti e svuotati completamente
dopo ogni lavaggio. Dopo il lavaggio finale, la piastra deve essere
capovolta e picchiettata su carta assorbente per rimuovere le
tracce residue di tampone di lavaggio.

9.2.4

Miscelare il coniugato del flagello per inversione. Aggiungere
100pL di coniugato del flagello in ciascun micropozzetto.

9.2.5

Coprire i micropozzetti ed incubare in agitatore a temperatura
ambiente (20-25°C) con agitazione per 60 minuti.

9.2.6
Lavare i micropozzetti come descritto nella Sezione 9.2.3.
9.2.7
Aggiungere 100pL di substrato in ciascun micropozzetto.

Aggiunta del coniugato

Incubazione del coniugato

Lavaggio dei micropozzetti

Aggiunta e incubazione del substrato

Coprire i micropozzetti ed incubare a temperatura ambiente (20-
25°C) senza agitazione per 10 minuti.

9.2.8

Aggiungere 100uL disoluzione bloccante in ciascun micropozzetto.
Assicurare la miscelazione omogenea del contenuto dei
micropozzetti. |l prodotto colorato € stabile per 30 minuti. Non
esporre alla luce solare diretta per evitare la fotodecolorazione
del prodotto.

9.3.  LETTURA DEI RISULTATI DEL TEST

9.3.1 Lettura fotometrica

| micropozzetti devono essere letti fotometricamente entro
30 minuti dall’aggiunta della soluzione bloccante. Miscelare il
contenuto dei micropozzetti e leggere I'assorbanza di ciascun
micropozzetto su spettrofotometro o lettore per micropiastre
idoneo impostato a 450nm. Prima della lettura, pulire il fondo

Blocco della reazione



dei micropozzetti e verificare I'assenza di materiale estraneo
all'interno. La lettura deve essere azzerata contro l'aria (cioé
senza piastra sul carrello) prima di procedere alla scansione della
piastra.

Alternativamente, se lo spettrofotometro o il lettore di
micropiastre consente la misurazione di una lunghezza d’onda di
riferimento (da 620 a 650nm), si raccomanda la lettura a doppia
lunghezza d’onda per eliminare qualsiasi interferenza potenziale
causata da aberrazioni come sporco o segni sulla superficie ottica
dei micropozzetti.

9.4.  SOMMARIO DELLA PROCEDURA OPERATIVA DEL SAGGIO
IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS

Attendere che tutti i reagenti raggiungano la temperatura ambiente (15-30°C) prima dell'uso
Aggiungere 100uL di controllo o di CSF/siero del test

Coprire e incubare a 20-25°C con
agitazione per 60 minuti

Lavare (4 volte)

Aggiungere 1004 di coniugato del flagello

Coprire e incubare a 20-25°C con
agitazione per 60 minuti
Lavare (4 volte)

Aggiungere 100uL di substrato

Coprire e incubare a 20-25°C senza
agitazione per 10 minuti

Aggiungere 100uL di soluzione bloccante

Leggere I'assorbanza fotometricamente a 450nm (valore di riferimento 620-650nm)

10. CONTROLLO DI QUALITA E INTERPRETAZIONE DEI
RISULTATI DEL TEST

10.1. CONTROLLO TAMPONE

Calcolare i valori di densita ottica (OD) medi dei due micropozzetti
con il controllo tampone.

Il valore di densita ottica (OD) del controllo tampone deve essere
inferiore a 0,100 ma superiore a 0,000 (lettura a doppia lunghezza
d’onda).

Un valore superiore a 0,100 puo indicare un lavaggio inadeguato
o la contaminazione del substrato. Se il valore & inferiore a 0,000,
riazzerare il lettore ELISA contro l'aria e ripetere la lettura dei
pozzetti.

Se i requisiti del controllo di qualita non sono soddisfatti i risultati
deltest sono considerati non validi e il saggio deve essere ripetuto.

10.2. CONTROLLO POSITIVO PER LE IgG E CONTROLLO
POSITIVO PER LE IgM

Calcolare i valori di densita ottica (OD) medi per il controllo

positivo per le IgG e per il controllo positivo per le IgM. | valori OD

individuali non devono differire pit del 15% dal valore OD medio.

| valori OD medi del controllo positivo per le IgG e del controllo
positivo per le IgM devono essere almeno pari a 0,500. Un valore
inferiore a 0,500 puo essere causato da un lavaggio inadeguato,
da una agitazione inadeguata durante le fasi di incubazione
oppure da una temperatura ambiente bassa, particolarmente
durante I'incubazione con la soluzione substrato.

Se i requisiti del controllo di qualita non sono soddisfatti i risultati
deltest sono considerati non validi e il saggio deve essere ripetuto.
10.3. CAMPIONI DEI PAZIENTI

Calcolare il valore di densita ottica medio per ciascun campione di
CSF (ODCSF) e disiero (ODsiero) dei pazienti per la determinazione
sia delle 1gG che delle IgM. | valori OD individuali non devono
differire piu del 15% dalla media. Se questo si verifica, i campioni
devono essere rianalizzati. Tuttavia, se entrambi i micropozzetti
presentano un risultato negativo, una differenza superiore al 15%
puo essere accettata senza ripetere I'analisi, in quanto i valori di
densita ottica bassi sono misurati con minore precisione.

La formula dell’indice dell’anticorpo specifico € riportata qui di
seguito. Calcolare I'indice dell’anticorpo specifico rispettivamente
per 1gG (ligG) e per IgM (ligM). Il calcolo dell’indice non deve
essere eseguito qualora iil valore OD medio della determinazione
di CSF risulti inferiore a 0,150. In questi casi, il risultato del test
deve essere riportato come negativo.

OD csF
Indice= __ x(OD; - OD siero)
OD siero
10.4. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
10.4.1 Interpretazione qualitativa
Interpretare i risultati come segue:
Negativo per la produzione intratecale di anticorpi 1gG
anti-B. burgdorferi:
l16G <0,3
oppure OD csF <0,150
Positivo per la produzione intratecale di anticorpi IgG
anti-B. burgdorferi:
l16G 20,3
Negativo per la produzione intratecale di anticorpi IgM
anti-B. burgdorferi:
llem <0,3
oppure OD csF <0,150
Positivo per la produzione intratecale di anticorpi IgM

anti-B. burgdorferi:

llem 20,3

10.4.2 Interpretazione semiquantitativa

Pil elevato e il valore di indice ottenuto, pill pronunciata e la
produzione intratecale di anticorpi specifici. | valori di indice
possono essere pari o anche superiori a 100.

Lindice di anticorpo specifico € una misura semiquantitativa
altamente sensibile della produzione intratecale di anticorpi,
in quanto dipende dalla velocita di produzione intratecale degli
anticorpi, dalla permeabilita della barriera sanguigna del CSF e
dal livello di anticorpi sierici specifici. Pertanto, nei successivi
campioni post-terapia, una variazione deve essere considerata
significativa solamente se un indice positivo diventa <0,3 oppure
se aumenta o diminuisce piu di 5 volte. Queste indicazioni vanno
intese solamente come linee guida.

10.4.3 Commenti sull’interpretazione dei risultati

Espressione dei risultati

La produzione intratecale di anticorpi & teoricamente presente se
ODcsF/ODsIERO >1. Tuttavia, questa assunzione non ¢ valida in
assoluto, a causa delle variazioniintra-saggio, specialmente a bassi
intervalli di densita ottica. La differenza di densita ottica netta
(ODcsF - ODsIERO) da informazioni pil precise; tuttavia, a causa
delle variazioni intra-saggio, la differenza minima di densita ottica
indicativa della sintesi intratecale di anticorpi aumenta con i valori
di densita ottica. Questi problemi sono eliminati moltiplicando il
rapporto OD per la differenza OD espressa dall’indice di anticorpo
specifico (1). Il limite inferiore dell’indice pari a 0,3 per un risultato
positivo assicura che ODCSF sia significativamente maggiore di
ODSIERO®.

Risultati positivi

Un indice 20,3 per le IgG e/o le IgM con concomitante
pleocitosi mononucleare nel CSF & fortemente indicativo della
neuroborreliosi di Lyme. (Un elevato valore ODCSF non & di per

se stesso indicativo di una produzione intratecale di anticorpi).

Un indice 20,3 per le IgM & generalmente compatibile con una
durata della malattia inferiore a 6 mesi. La sintesi intratecale delle
1gM specifiche & una forte indicazione di neuroborreliosi, tuttavia
Iindividuazione delle IgM non & determinante. | pazienti con
neuroborreliosi attiva di durata superiore a 6 mesi presentano
generalmente la sintesi intratecale solamente di IgG specifiche. In
questi pazienti viene rilevato un indice 20,3 per le 1gG.

Risultati negativi

Un risultato negativo, cioé un indice <0,3 per le 1gG e per le IgM,
con concomitante pleocitosi mononucleare nel CSF, non esclude
la diagnosi clinica di neuroborreliosi di Lyme. Questo si applica
particolarmente quando il periodo trascorso tra il manifestarsi dei
sintomi neurologici e il prelievo dei campioni di siero e di CSF &
breve.

Nella maggior parte dei pazienti non trattati con segni clinici
definiti di neuroborreliosi, gli anticorpi specifici risultano
individuabili nel CSF nella seconda settimana dal manifestarsi dei
sintomi neurologici®. Nei pazienti con neuroborreliosi precoce
per i quali il risultato del test & negativo, un campione raccolto
successivamente puo spesso dare un risultato positivo, anche
dopo l'inizio del trattamento.

Un indice <0,3 per le IgM non esclude sempre la sintesi
intratecale delle IgM specifiche. Uindividuazione di un valore OD
elevato per le IgM (21,0) nel CSF che sia pari o anche inferiore al
corrispondente valore delle IgM nel siero puo essere comunque
indicativo di sintesi intratecale di anticorpi se non si puo escludere
una grave deficienza della barriera di CSF sanguigna®.

Campioni post-trattamento

Valutazione di successivi campioni di CSF/siero post-trattamento:
in seguito ad una adeguata terapia antibiotica, I'indice specifico
per le IgM diminuisce e dopo 6-9 mesi € generalmente <0,3. Un
indice elevato per le IgG persiste spesso per anni, nonostante la
completa guarigione.

Raramentesiriscontraunindice 20,3 perle IgG senza concomitante
pleocitosi mononucleare nel CSF, eccetto in campioni post-
trattamento. Pertanto, questo risultato puo indicare un episodio
precedente di neuroborreliosi.

11. LIMITAZIONI DI PERFORMANCE

11.1.

Una contaminazione sanguigna eccessiva nel campione di
CSF puo portare a indici di anticorpi specifici falsamente
bassi.

A causa della relazione antigenica tra B. burgdorferi
e Treponema pallidum, si pud manifestare, sebbene
raramente, una cross-reattivita sierologica in pazienti
con una storia recente o passata di neurosifilide. La
discriminazione sierologica & possibile utilizzando test
treponemici, come il test di emoagglutinazione delle
particelle di T pallidum, o test non treponemici, come il
test della reagina plasmatica rapida (Rapid Plasma Reagin,
[RPR]), il test Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL). Questi test risultano negativi nei pazienti affetti
solamente da infezione da B. burgdorferi.

11.3. Una precedente terapia antibiotica pud sopprimere la
risposta anticorpale, rendendo i risultati sierologici meno
predittibili.

La raccolta di campioni in uno stadio precoce della
malattia puo portare a risultati negativi (vedi Sezione 10).

Qualsiasi alterazione dei reagenti o la conservazione non
conforme a quanto indicato nella Sezione 4.2 puo influire
negativamente sul risultato del test.

11.6. | risultati del test devono essere interpretati
congiuntamente ad altre informazioni provenienti da
studi epidemiologici, alla valutazione clinica del paziente
e ad altre procedure diagnostiche.

12. VALORI ATTESI

Un indice di anticorpo specifico 20,3 indica la sintesi intratecale

di anticorpi specifici.

Nei pazienti con neuroborreliosi, la sintesi intratecale di

anticorpi ha generalmente inizio nella seconda settimana dopo

la manifestazione di sintomi neurologici. La produzione delle 1gG

e/o delle 1gM specifiche & rilevabile in = 80% dei pazienti con

neuroborreliosi definita entro I'inizio della terza settimana e in

tutti i pazienti 6-8 settimane dopo la manifestazione di sintomi
neurologici®.

L'assenza di produzione intratecale di anticorpi o la presenza di
anticorpi specifici nel CSF dovuta a trasudazione dal siero o da
contaminazione sanguigna del CSF porta a indici anticorpali <0.
13. CARATTERISTICHE DI PERFORMANCE SPECIFICHE

Le coppie di campioni di CSF e di siero da 25 pazienti con
neuroborreliosi di Lyme precoce clinicamente definita analizzate
con il test IDEIA Lyme Neuroborreliosis hanno dato i seguenti
risultati:

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Numero di
pazienti
Positivi per anticorpi di classe IgG prodotti intratecalmente 18
Negativi per anticorpi di classe IgG prodotti intratecalmente 7
Positivi per anticorpi di classe IgM prodotti intratecalmente 12
Negativi per anticorpi di classe IgM prodotti intratecalmente 13
Positivi per anticorpi di classe 1gG e/o IgM prodotti intratecalmente 19
Negativi per anticorpi di classe 1gG e IgM prodotti intratecalmente 6

E stato rilevato un indice anticorpale specifico 20,3 per le IgG
nel 72% e per le 1IgM nel 48% dei pazienti con neuroborreliosi di
Lyme precoce. Solamente un paziente presentava la sintesi delle
IgM specifiche senza concomitante sintesi delle IgG. Tuttavia,
alcuni pazienti con bassi indici per le IgG mostravano per le IgM
indici >0,3. Pertanto, l'evidenza diagnostica viene aumentata
analizzando sia la sintesi delle 1gG che la sintesi delle IgM
specifiche. Il test IDEIA Lyme Neuroborreliosis ha consentito di
individuare 19 dei 25 pazienti (76%) con neuroborreliosi di Lyme
precoce.

13.1. CROSS-REATTIVITA

Un risultato positivo indica sempre la sintesi intratecale di
anticorpi anti-B. burgdorferi, eccetto quando vengono analizzati
campioni di pazienti con neurosifilide. In questi casi, i campioni
possono dare risultati falsi positivi. Tuttavia, I'indice di anticorpi
B. burgdorferi-specifici rimane generalmente basso. Inoltre, & un
risultato consistente che gli anticorpi cross-reagenti nel CSF e nel
siero appartengono alla classe 1gG3.

Rimane sconosciuto il motivo per cui I'attivazione intratecale delle
cellule B policlonali sia causa di risultati IgM falsi positivi®.
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1. AVSEDD ANVANDNING

IDEIA Lyme Neuroborreliosis dr en kvalitativ enzymimmunanalys
for detektion av intratekalt producerade humana IgG- och IgM-
antikropparmot Borreliaburgdorferisensulatofrankliniska prover.
Testresultaten &dr avsedda att hjdlpa kliniker att diagnostisera
neuroborrelios. Enheten ar inte automatiserad, ar endast avsedd
for professionellt bruk och ar inte en kompletterande diagnostik.

For diagnostisk anvandning in vitro.
2. SAMMANFATTNING

Lymes borrelios dr en multisysteminfektion orsakad av den
fastingburna spiroketen B. burgdorferi sensu lato2.

Neuroborrelios som involverar nervsystemet ar en vanlig och
allvarlig manifestation av Lymes borrelios®.

En sensitiv och palitlig diagnostisk test for neuroborrelios behévs
eftersom det finns ett antal andra sjukdomar med liknande
symtom och eftersom neuroborrelios, till skillnad fran manga av
dessa sjukdomar, svarar pa antibiotikabehandling.

Den for narvarande basta indikatorn pa aktiv neuroborrelios
ar en inflammatorisk férandring i cerebrospinalvatskan (CSF),
sarskilt en 6kning av antalet mononukleéra celler (mononuklear
pleocytos) kombinerat med forekomsten av intratekalt
producerade Borrelia-specifika antikroppar i CSF. Detektionen av
ett specifikt intratekalt immunsvar ar diagnostiskt mer signifikant
an matning av specifika antikroppar i serum. Dessutom,
detekteras specifik antikroppssyntes ofta tidigare i CSF an i serum
vid neuroborrelios*®.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis dr utvecklad for sensitiv och direkt
detektion av intratekalt producerade 1gG- och IgM-antikroppar
till B. burgdorferi.® Mitning av referenssubstanser (som
albumin osv.) och komplicerade korrektioner for transudation
av serumantikroppar till CSF orsakade av skada pa blod-CSF-
barridren ar onddiga. Inte ens blodkontamination av CSF under
en lumbalpunktion leder till falskt positiva resultat.

Analysen anvander renad, nativ B. Burgdorferi-stam av DK1-
flagellat som testantigen. Flagellatet ar synnerligen immunogent
och framkallar ett tidigt, starkt och kvarstaende immunsvar’®
och &r den viktigaste antigenen for intratekalt antikroppssvar.®*
Jamfoért med den konventionella antigenen, som &r baserad
pa helcellsextrakt av spiroketen, forbattrar den renade,
nativa flagellatantigenen den diagnostiska sensitiviteten och
specificiteten hos serologiska analyser fér Lymes borrelios>**.
Dessutom ar anvandning av flagellat som testantigen lampligt
i alla geografiska omraden eftersom den inte visar nagra
signifikanta variationer mellan B. burgdorferi-stammar.

3. TESTPRINCIP

Testet ar baserat pa ELISA-infangningsprincipen och bestar
av en human IgG-infangningsanalys och en human IgM-
infangningsanalys for bestamning av intratekalt producerade
1gG- respektive IgM-antikroppar till B. burgdorferi. Den humana
IgG-infangningsanalysen beskrivs i detalj:

Parade CSF-och serumprov adderas till mikrobrunnar belagda med
antikropp specifik till humant 1gG. Spadningen av CSF och serum
garanterar att den anti-humana IgG-infangningsantikroppen
ar mattad med antingen CSF- eller serum-lgG. Samma totala
mangd av IgG fran antingen CSF eller serum infangas darfor i
mikrobrunnarna.

Efter tvattning av  mikrobrunnarna fér att avlagsna
Overskottsprotein, tillsdtts biotinylerad, nativ Borrelia flagella
i komplex med peroxidaskonjugerad streptavidin (Flagellum
Conjugate) till mikrobrunnarna. Flagellatkonjugatet binder
endast till B. burgdorferi-specifikt 1gG, medan icke-B. burgdorferi-
specifikt 1gG inte binder till flagellatkonjugatet.

Overskott av flagellatkonjugatet avldgsnas med tvittning.
Mangden flagellatkonjugat bundet per mikrobrunn visualiseras
genom tillsattning av ett kromogent @mne som utvecklar en bla
farg. Reaktionen avslutas genom tillsats av syra vilket andrar den
bla fargen till gul. Fargens intensitet svarar mot koncentrationen
av B. burgdorferi-specifik 1gG infangad pa den fasta fasen.

Den humana IgM-infangningsanalysen liknar den humana IgG-
infangningsanalysen férutom att mikrobrunnarna &r belagda med
en anti-human IgM-infangningsantikropp.

Normalt ar de totala IgG- och IgM-koncentrationerna i CSF mycket
ldga jamfort med nivaer i serum. Nar intratekal B. burgdorferi-
specifik antikroppsproduktion darfor dger rum kommer mangden
av specifik 1gG- eller IgM-antikropp i CSF att utgéra en mycket
storre andel av den totala mangden av 1gG respektive IgM &n
proportionerna som hittas i serum. Om det inte finns nagon
intratekal, specifik antikroppsproduktion, eller nar de specifika
antikropparna i CSF beror antingen pa blodkontamination eller
transudation fran serum, kommer OD-vardet fér CSF minus OD-
vardet for serum att vara <0.

Foljaktligen, nar det gdller neuroborrelios, kommer ett signifikant
hogre OD-varde att erhallas for CSF jamfort med OD-vardet som
erhalls for serumprovet. | sadana fall kommer darfor OD-vardet
for CSF minus OD-vardet for serum att vara >0.

Jamforelse av OD-vérden fran parade, parallellt testade
serum- och CSF-prov gor det mgjligt att bestdmma huruvida B.
burgdorferi-specifika antikroppar har producerats intratekalt eller
inte. Formeln for berdkning av testresultaten har framtagits for att
ta hansyn till eventuell intra-analysvariation vid jamférelse av OD-
vardesskillnader mellan parade CSF- och serumprov®.

P& grund av den selektiva immunoinfangningen av 1gG- och
IgM-antikroppar kommer det inte att vara nagon konkurrerande
interferens fran andra immunoglobulinklasser. Anvandning
av konjugerad testantigen hindrar dessutom interferens fran
reumatoid faktor (RF).

4. INGAENDE REAGENSER
'
2C g
Varje kit innehaller tillrackligt material for 96 bestamningar. -

Hallbarheten hos kitet &r den som anges pa ytterférpackningens
etikett. Férvara oanvdanda komponenter vid 2-8 °C.

.1.  IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS TEST INNEHALL

H

En bruksanvisning.

48 mikrobrunnar (6 strips med 8 mikrobrunnar)
belagda med anti-humant IgG (anges med
ett "G" tryckt pa fliken i slutet av varje
mikrobrunnsremsa) och 48 mikrobrunnar
(6 strips med 8 mikrobrunnar) belagda med
anti-humant IgM (anges med ett "M" tryckt
pa fliken i slutet av varje mikrobrunnsremsa).
En aterforslutbar plastpase for férvaring av
oanvanda mikrobrunnar. Se till att remsorna
hanteras noggrant, sarskilt om brunnarna
lossnar fran remsan, eftersom varje remsa
ar markt och de enskilda brunnarna inte ar
markta.

MICROTITRATION PLATE

En flaska vardera av foljande:

SAMPLE DILUENT 100mL provutspddning: Buffrad 16sning med

tvdattmedel, antimikrobiell agens och rott
fargdmne.

50mL tvattbuffertkoncentrat x25: Buffrad
16sning med tvattmedel och antimikrobiell
tillsats.

1,5mL 1gG positiv kontroll: Humanserum i
buffert med antimikrobiell tillsats fargad gron.

WASH BUFFER (X25)

IgG POSITIVE CONTROL

'gM POSITIVE CONTRO 1,5mL IgM positiv kontroll: Humanserum i

buffert med antimikrobiell tillsats fargad gul.
LAGELLUM CONJUGATE

Lyofiliserad flagellatkonjugat: Biotinylerad B.
Burgdorferi flagellat som skall rekonstitueras
med Reconstitution Buffer och i komplex
med peroxidaskonjugerad streptavidin fore
anvandning.

RECONSTITUTION BUFFER] 12 5mL rekonstitutionsbuffert: Buffrad 16sning

med antimikrobiell tillsats och fargad bla.

PEROXIDASE COMPLEX 1mL peroxidaskomplex: Peroxidaskonjugerad

streptavidin i buffert innehallande
béararproteiner och antimikrobiell tillsats.

SUBSTRATE TMB 12mL substrat: stabiliserad peroxid och

3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin i en utspadd
buffertlosning. TMB har rapporterats vara
icke-karcinogent. Personlig skyddsutrustning
rekommenderas dock for att undvika direkt
exponering.

STOP SOLUTION

4.2,
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25mL stoppldsning: 0,46 mol/L svavelsyra.
PREPARATION, FORVARING OCH ATERANVANDNING AV
KITKOMPONENTER

IDEIA Lyme Neuroborreliosis-kitform tilldter upp till 6 individuella
kérningar under en 3-manadersperiod fére det utgangsdatum
som anges pa kitets etikett. For att garantera optimala kitresultat,
ar det viktigt att oanvanda kitkomponenter prepareras och
férvaras enligt foljande anvisningar:

4.2.1  Mikrobrunnar -

Oppna pasen med plattan genom att klippa ldngs forslutningen.
Bryt av det nédvandiga antalet anti-humana IgG-strips (anges med
ett "G" tryckt pa fliken i slutet av varje mikrobrunnsremsa) och
anti-humana IgM-strips (anges med ett "M" tryckt pa fliken i slutet
av varje mikrobrunnsremsa) och sétt tillbaka dem i ramen. En strip
tillater dubbelbestdmning av CSF och serum fran en patient; de
aterstaende fyra mikrobrunnarna pa en strip anvands for positiva
och buffertkontroller. Varje ytterligare 1gG- och IgM-strip tillater
analys av parade prov fran tva patienter. Nar hela ramen med 6
1gG- och 6 IgM-strip anvands pa en gang kan CSF- och serumprov
fran 11 patienter testas for 1IgG- och IgM-antikroppar.

Lagg tillbaka oanvdanda mikrobrunnariden forslutbara plastpasen,
stdng noggrant igen pasen med torkmedlet och forvara vid 2-8°C.
Mikrobrunnar kan anvdndas upp till 12 veckor efter det att de
ursprungligen 6ppnades om de férvaras pa detta satt.

4.2.2  Provutspadning -

Bruksfardig. Forvara oanvand provutspadning vid 2-8°C.

4.2.3  Tvittbuffertkoncentrat -

Levereras i x25 koncentrat. Forbered tvattbuffert i arbetsstyrka
genom att tillsatta 1 del tvattbuffertkoncentrat till 24 delar
farskt avjoniserat eller destillerat vatten (eller tillsatt innehallet
i tvattbuffertkoncentratet till 1200mL avjoniserat eller destillerat
vatten). Forbered sa mycket bruksfardig tvattbuffert som behovs
for dagen. Forvara oanvant koncentrat vid 2-8°C.

Spara inte bruksfardig tvattbuffert fér senare anvandning (se
Avsnitt 8.2.11).

4.2.4 1gG positiv kontroll -

Bruksfardig. Forvara oanvand IgG positiv kontroll vid 2-8°C.

4.2.5 IgM positiv kontroll -

Bruksfardig. Forvara oanvand IgM positiv kontroll vid 2-8°C
4.2.6 Flagellatkonjugat, peroxidas och rekonstitutionsbuffert
- [FLAGELLUM CONJUGATE]/ [RECONSTITUTION BUFFER]/ [PEROXIDASE COMPLEX]

Rekonstituera det lyofiliserade, biotinyflaterade Borrelia
flagellatkonjugatet med innehallet i rekonstitutionsbufferten
och ftillsatt 650uL peroxidaskomplex. Blanda innehallet genom
inversion. Det rekonstituerade flagellatkonjugatet maste
prepareras minst 1 timma fore anvandning. Det rekonstituerade
flagellatkonjugatet skall forvaras vid 2-8°C och anvdndas inom 3
manader.

4.2.7  Substrat -

Bruksfardig. Forvara oanvant substrat vid 2-8°C.
4.2.8  Stopplésning -

Bruksfardig. Forvara oanvand stoppldsning vid 2-8°C.
5. YTTERLIGARE REAGENSER

5.1. REAGENSER

Farskt avjoniserat eller destillerat vatten.

6. UTRUSTNING

Foljande utrustning behovs:

Matcylinder (2L)

Provrér med cirka 5mL kapacitet

Precisionsmikropipetter och engangsspetsar som ger 10-1000uL
volymer

8-kanalspipett som ger 100uL (valfritt)
Reagensbehallare for 8-kanalspipett (valfritt)

Rent absorberande papper (pa vilket mikrobrunnarna kan slas
torra)

Plastlock for mikrobrunnsplattan

Mikrotiterplattskak som klarar av 500rpm i minimihastighet med
3-4mm rotationsdiameter. For information om lampligheten hos
olika sorters plattskakar kontakta det lokala distribut6ren.

Timer

Automatiska plattvattare (tillval) eller lamplig utrustning for
tvattning av strips med 8 mikrobrunnar (Avsnitt 9.2.3).

Obs: Vid tvdttning av farre dn 8 testmikrobrunnar i en strip med
en automatisk tvatt med huvud for 8 mikrobrunnar, ar det viktigt

att helt fylla den med blanka mikrobrunnar.

Spektrofotometer eller ElA-plattldsare som kan ldsa en 96
mikrobrunnars platta med 8 mikrobrunnars strips vid en
absorbansvaglangd pa 450nm med en referens vid 620-650nm.
(Tillval, Avsnitt 9.3 Avlasning av testresultat).

7. ANVISNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

7.1.  SAKERHETSFORESKRIFTER

7.1.1 Endast for professionellt bruk.

7.1.2 Anvdnd inte instrumentet i hdndelse av funktionsfel.
7.1.3

Se sdkerhetsdatabladet, som finns pa ThermoFishers
webbplats, och produktmérkningen for information om
potentiellt farliga komponenter.

Alla allvarliga incidenter
forhallande till  enheten ska rapporteras till
tillverkaren och till den behériga myndigheten
i den medlemsstat dar anvdndaren eller patienten
befinner sig.

Aven om serumet som anvinds for beredning av
de positiva kontrollerna har testats separat och
befunnits vara negativt for hepatit B-virus ytantigen
och antikroppar mot HIV och hepatit C, ska de positiva
kontrollerna behandlas som potentiellt smittsamt
material.

Stoppl6sning innehaller svavelsyra (0,46mol/L). Undvik
6gon- och hudkontakt genom att bara skyddsklader och
ogonskydd.

At inte, drick inte, rok inte och férvara eller forbered
inte matvaror och anldgg inte makeup inom det angivna
arbetsomradet.

Pipettera inte substanser med munnen.

Anvand engangshandskar vid hantering av kliniska
prover och tvitta alltid hdanderna efter arbete med
smittsamma material.

Kassera alla kliniska prover och positiva kontroller i
enlighet med lokala lagstiftning.

Sakerhetsdatablad finns for professionella anvdandare pa
begdran.

Tvattbuffert Koncentrat innehaller Tris-hydroklorid
och klassificeras som riskmaterial enligt tillampligt
EU-regelverk. Foljande &r korrekta faroangivelser (H)
respektive skyddsangivelser (P).

VARNING

7.1.4 som har intraffat i

7.1.7

7.1.8

7.1.9

7.1.10

7.1.11

7.1.12

H315
H319
P332+P313

P305+P351
+P338

Irriterar huden.

Orsakar allvarlig 6gonirritation.
Vid hudirritation: Sok lakarhjalp.

VID KONTAKT MED OGONEN:
Skolj forsiktigt med vatten i
flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar

latt. Fortsatt att skolja.

Anvind skyddshandskar/
skyddsklader/6gonskydd/
ansiktsskydd.

P280

7.2,
7.2.1

TEKNISKA OBSERVANDA
Komponenter far inte anvandas efter det utgangsdatum
som &r tryckt pa etiketterna. Olika reagenssatser far inte
blandas eller bytas ut férutom standardreagenserna
(Sample Diluent, Wash Buffer Concentrate, Substrate
och Stop Solution).
Reagenserna levereras med fasta brukskoncentrationer.
Testresultaten paverkas negativc om reagenserna
modifieras eller férvaras under andra férhallanden an
de som specificerats i Avsnitt 4.2.
Undvik kontamination av reagenserna.
Anvand separata engangspipetter eller pipettspetsar
for varje prov, kontroll eller reagens for att undvika
korskontamination mellan antingen prover eller
kontroller vilket kan orsaka felaktiga resultat.
Undvik kontamination av metalljoner och oxiderande
medel.
Forvara avjoniserat eller destillerat vatten for spadning
av koncentrerade reagenser i rena behallare for att
forhindra mikrobiell kontamination.
Anvand inte substrat som uppvisar en bla farg innan det
tillsatts till mikrobrunnarna.
Skydda substratet fran ljus.
Mikrobrunnar kan inte ateranvandas

7.2.3
7.2.4

7.2.8
7.2.9
7.2.10 Manuell eller automatisk tvattningsutrustning maste
vara fri fran mikrobiell kontamination, vara korrekt
kalibrerade och underhallas enligt ftillverkarens
anvisningar.

Spara inte bruksfardig tvattbuffert for senare
anvandning. Nar de inte anvands, bor buffertbehallare
skoljas i avjoniserat eller destillerat vatten och lufttorka.
8. INSAMLING OCH PREPARATION AV PROV

8.1. PROVINSAMLING

IDEIA Lyme Neuroborreliosis-kit ar for simultan testning av parade
humana CSF- och serumprov. De parade CSF- och serumproven
skall tas fran patienten vid samma tidpunkt. Minst 0,5mL CSF
behdvs; helst skall 1-2mL CSF begéaras eftersom detta tillater en
upprepning av testet och/eller utférande av testet med en lagre
CSF-utspddning. For serum &r 0,5mL tillrackligt.

7.2.11

Testing av grumligt och trégflytande prov kan leda till otillforlitliga
resultat pa grund av pipetteringsfel.

Parade CSF- och serumprov kan férvaras i 14 dagar vid 2-8°C fore
testning och minst 6 manader vid —20°C eller kallare.

8.2. FORBEREDELSE AV PROVEN

Spad CSF-proven 1+4 genom att tillsatta 100uL CSF till 400uL
provspdadning.

Spad serumproven 1+200 genom att tillsattalOplL serum till 2mL
provspadning.

9. TESTPROCEDUR

SE AVSNITT 7.2, TEKNISKA OBSERVANDA, INNAN
TESTPROCEDUREN UTFORS.

9.1.
9.1.1

ANM. OM PROCEDUREN

Validering av analysprestanda baseras pa samtidig
dubbeltestning av samtliga prover. Om patientproven
skall koras bara en gang rekommenderas anvandarna
att endast gora detta da de blivit vana vid
prestandakarakteristika hos denna analys. Intra-
analysvariationen (CV%) ar ungefar 50% storre da den
baseras pa endast en bestamning.

Om en skakare som klarar 500rpm inte finns tillganglig
kan skakningshastigheten for mikrobrunnsstrips under
de 2 inkubationsstegen reduceras till 300rpm utan att
detta paverkar analysresultatet negativt, ett statiskt
inkubationsprotokoll finns ocksa tillgangligt. Kontakta
det lokala distributoren for ytterligare information om
lampligt protokoll.

9.1.2

9.2. ANALYSPROCEDUR

OBSERVERA: Analysproceduren krdaver anvandning av en
mikrotitreringsplattskak. For information om lampligheten hos
olika sorters skakar kontakta det lokala distributoren.

Om flera strips anvdnds rekommenderas anvdndning av en
8-kanalspipett for tillsats av konjugat, substrat och stoppl6sning.

9.2.1 Prov och kontrolltillsats

Placera det noédvandiga antalet mikrobrunnar i
mikrobrunnshallaren. Tillsatt 100uL utspadd patient-CSF och
serum till dubbla mikrobrunnar pa bade anti-IgG- och anti-IgM-
strip. Se till att remsorna hanteras noggrant, sarskilt om brunnarna
lossnar fran remsan, eftersom varje remsa ar markt och de enskilda
brunnarna inte ar markta. Tillsatt 100pL 1gG positiv kontroll till
tva anti-IgG mikrobrunnar och 100uL IgM positiv kontroll till 2
anti-IgM mikrobrunnar. Tillsatt provspadning till separata 1gG-
och IgM-mikrobrunnar. (Minst 1 provspadningsmikrobrunn skall
inkluderas med varje provsats som testas).

9.2.2
Tack och inkubera mikrobrunnarna pa en skak vid rumstemperatur
(20-25°C) med skakning i 60 minuter.

9.2.3
Mikrobrunnarna maste tvéttas med tvattbuffert av arbetsstyrka
(se Avsnitt 4.2.3).

Tvattningstekniken ar kritisk for testets resultat och skall utféras

sa att brunnarna fylls och téms helt (med minst 350pL tvéttbuffert
av arbetsstyrka).

Provinkubation

Tvattning av mikrobrunnarna

Fyra tvattcykler ar véasentliga antingen med automatiserad eller
manuell tvdttningsteknik vilket skall inkludera en 2 minuters
blotlaggningsperiod under den andra tvdtten eller totalt 2
minuters bl6tlaggning under hela cykeln.

Manuell tvéttning

Om mikrobrunnarna tvattas manuellt, aspirera eller skaka
ut mikrobrunnarnas innehall och anviand farskpreparerad
tvattbuffert och se till att mikrobrunnarna fylls och téms helt
och hallet. Avlagsna all aterstdende tvattbuffert mellan varje
tvattsteg genom att knacka de inverterade mikrobrunnarna
mot rent absorberande papper. Manuell tvattningseffektivitet
kan ytterligare garanteras om tvattbufferten levereras med en
vinkel sa att det produceras en vortex i mikrobrunnarna. Efter
den slutliga tvatten skall plattan véandas upp och ner och slas
13tt mot absorberande papper for att avldgsna de sista sparen av
tvattbuffert.

Automatisk tvattning

Automatiska tvattare skall programmeras att kora 4 fullstandiga
tvattcykler och ha motsvarigheten till 2 minuters blétlaggningstid
inbyggd i den kompletta tvattcykeln. Tvattare maste vara korrekt
kalibrerade for att garantera fullstandig fyllning och témning av
mikrobrunnarna mellan varje tvatt. Efter den slutliga tvatten
skall plattan vandas upp och ner och slas latt mot absorberande
papper for att avlagsna den sista resten av tvattbuffert.

9.2.4
Blanda flagellatkonjugatet genom
flagellatkonjugat till varje mikrobrunn.
9.2.5
Tack och inkubera mikrobrunnarna pa en skak vid rumstemperatur
(20-25°C) med skakning i 60 minuter.

9.2.6
Tvdtta mikrobrunnarna som beskrivs i 9.2.3.
9.2.7
Tillsatt 100pL substrat till varje mikrobrunn.
Tack och inkubera mikrobrunnarna vid
(20-25°C) utan skakning i 10 minuter.

9.2.8
Tillsatt 100uL stopplosning till varje mikrobrunn. Se till att det blir
en ordentlig blandning i mikrobrunnarna. Den fargade produkten
ar stabil i 30 minuter. Utsatt inte for direkt solljus eftersom
fotoblekning av den fargade produkten kan ske.

9.3.  AVLASNING AV TESTRESULTATEN

9.3.1 Fotometrisk avldsning

Mikrobrunnarna skall avldsas fotometriskt inom 30 minuter efter
tillsdttning av stoppldsningen. Blanda innehallet i mikrobrunnarna
och avlds absorbansen hos varje mikrobrunn med en lamplig
spektrofotometer eller ElA-plattavidsare installd pa 450nm.
Kontrollera att mikrobrunnarnas botten ar rena fore avlasning och
kontrollera att inget frammande material finns i mikrobrunnarna.
Avlasaren skall blankas pa luft (dvs. utan platta i vagnen) innan
plattan skannas.

Tillsdttning av konjugat
inversion. Tillsatt 100pL

Konjugatinkubation

Tvattning av mikrobrunnarna
Tillsdttning av substrat och inkubation

rumstemperatur

Stoppa reaktionen

Alternativt om spektrofotometern eller EIA-plattldsaren tillater
anvandning av en referensvaglangd (vid 620 till 650nm), skall
dubbel vaglingdsavldsning utféras eftersom det eliminerar all
potentiell interferens orsakad av aberrationer, som t.ex. smuts
eller marken pa mikrobrunnarnas optiska yta.

9.4. SAMMANFATTNING AV IDEIA LYME NEUROBORRELIOSIS
ANALYSPROCEDUR

Se till att reagenserna uppnar rumstemperatur (15-30°C) innan de anvands
Tillsatt 100pL kontroll eller testserum/CSF

Téck och inkubera vid 20-25°C med
skakning i 60 minuter

Tvatta (x4)

Tillsatt 100pL flagellatkonjugat

Téck och inkubera vid 20-25°C med
skakning i 60 minuter
Tvatta (x4)

Tillsatt 100pL substrat
Téck och inkubera vid 20-25°C utan

skakning i 10 minuter
Tillsétt 100pL stopplosning

Avlas absorbansen fotometriskt vid 450nm (referens 620-650nm)

10. KVALITETSKONTROLL OCH TOLKNING AV
RESULTATEN

10.1. BUFFERTKONTROLL

Berdakna medelvdrdet av OD-varden for de 2

buffertkontrollbrunnarna.

Medelvardet for OD-vardena for buffertkontrollen maste vara
mindre an 0,100, men stérre dn 0,000 (dubbel vaglangdavlasning).
Om vardet &r storre dn 0,100 kan detta ha orsakats av otillracklig
tvdttning eller kontaminering av substratet. Om vardet ar
mindre @n 0,000 skall ELISA-avldsaren aterblankas pa luft och
mikrobrunnarna lasas om.

Om kvalitetskontrollkraven inte uppfylls ar testresultaten ogiltiga
och analysen skall repeteras.

10.2. IgG POSITIV KONTROLL OCH IgM POSITIV KONTROLL
Berakna medel-OD-véardet for IgG positiv kontroll och IgM positiv
kontroll. Individuella OD-védrden hos dubbla tester skall inte skilja
sig mer an 15% fran medel-OD-vérdet.

OD-medelvardet for IgG positiv kontroll respektive 1IgM positiv



kontroll maste vara minst 0,500. Om dessa varden dr mindre
an 0,500 kan det ha orsakats av otillrdcklig tvattning, otillracklig
skakning under inkubationerna eller 1dg omgivande temperatur,
speciellt under inkubation med substratlésningen.

Om kvalitetskontrollkraven inte uppfylls ar testresultaten ogiltiga
och analysen skall upprepas.

10.3. PATIENTPROV

Berdakna medel-OD-vérdet for varje patients CSF- (ODCSF) och
serum- (ODserum) prov for bade 1gG- och IgM-bestamning. OD-
vardena skall inte avvika mer an 15% fran medelvardet. Varje
sadant prov skall testas om. Om bagge testmikrobrunnarna visar
negativt resultat pa grund av en avvikelse pd mer dan 15% kan
detta dock accepteras utan omtestning eftersom laga OD-varden
mats med ldgre precision.

Den specifika antikroppsindexformeln ges nedan. Berdkna det
specifika antikroppsindexet for 1gG (1IgG) respektive 1gM (ligM).
Indexberdkningen skall inte utféras om medel-OD-vérdet for CSF-
bestamningen &r mindre dn 0,150. Alla sadana testresultat skall
rapporteras som negativa.
ODcs,

Index = X (ODc; - OD,,)

OD,orym
10.4. TOLKNING AV RESULTAT
10.4.1 Kvalitativ tolkning
Tolka pa foljande satt:
till

Negativ for intratekala

B. burgdorferi:

produktion av 1gG-antikroppar

Iy <0,3
0D, <0,150

Positiv for produktion av
B. burgdorferi:

eller

intratekala 1gG-antikroppar till

les 20,3
Negativ for produktion av intratekala till
B. burgdorferi:

IgM-antikroppar

lgw <0,3
ODc <0,150
Positiv for produktion av
B. burgdorferi:

eller

intratekala IgM-antikroppar till

e 20,3
10.4.2 Semikvantitativ tolkning

Ju hogre det erhdllna indexet ar, desto mer uttalad ar den
specifika intratekala antikroppsproduktionen. Indexvardena kan
vara 100 eller &nnu storre.

Det specifika antikroppsindexet &r ett synnerligen sensitivt,
semikvantitativt matt pd intratekal antikroppsproduktion
eftersom det beror pd hastigheten av den intratekala
antikroppsproduktionen, permeabiliteten hos blod-CSF-barridren
och nivan av specifika serumantikroppar. | pa varandra féljande
prov skall sdledes en forandring bara anses signifikant om ett
positivt index blir <0,3, eller om det minskar eller 6kar mer an 5
ganger efter behandling. Detta ar endast riktlinjer.

10.4.3 Kommentarer till tolkning av resultat
Resultatuttryck

Intratekal antikroppsproduktion &r teoretiskt ndrvarande
om ODCcSF/ODSERUM >1. Detta antagande dr emellertid inte
sakert pa grund av intra-analysvariationen, speciellt i det lagre
OD-intervallet. Nettoskillnaden mellan OD-vdrdena (ODCSF-
ODserRUM) ger en mer precis information, men pa grund av
intra-analysvariationen ©kar den minsta OD-skillnaden som
indikerar intratekal antikroppsproduktion med &6kande OD-
varden. Dessa nackdelar elimineras genom multiplikation av OD-
forhallandet med OD-skillnaden sdsom uttrycks av det specifika
antikroppsindexet (I). Den undre gransen for indexvardet pa 0,3
for ett positivt resultat garanterar att ODcsF ar signifikant hogre
4n ODSERUM®.

Positiva resultat

Ett 1gG- och/eller IgM-index 20,3 med samtidig mononuklear
pleocytos i CSF talar mycket starkt féor Lymes neuroborrelios.
(Ett hogt CSF-OD-vérde &r i sig sjalvt inte tecken pd intratekal
antikroppsproduktion).

Ett IgM-index 20,3 &r oftast kompatibelt med en
sjukdomsvaraktighet pd mindre dan 6 manader. Intratekal syntes
av specifik IgM &r en stark indikation pa neuroborrelios, men
det &r inte nodvandigt att man hittar IgM. Patienter med aktiv
neuroborrelios som varat ldngre dn 6 manader har vanligen
intratekal syntes enbart av specifikt IgG och ett IgG-index 20,3
kommer att detekteras.

Negativa resultat

Ett negativt resultat, dvs. ett IgG- och IgM-index <0,3, med
samtidig mononukledr pleocytos i CSF utesluter inte den kliniska
diagnosen Lymes neuroborrelios. Detta galler sarskilt nar tiden
mellan start av neurologiska symtom och provtagning av serum
och CSF ar kort.

Hos de flesta obehandlade patienter med definitiva kliniska
tecken pa neuroborrelios, blir specifika antikroppar i CSF
detekterbara under den andra veckan efter bérjan av neurologiska
symtom®. Hos patienter med tidig neuroborrelios och ett negativt
testresultat kan ett senare prov ofta visa sig positivt ocksa efter
paborjad behandling.

Ett IgM-index <0,3 utesluter inte alltid specifik intratekal IgM-
syntes. Att hitta ett hogt (21,0) IgM OD-véarde i CSF, som &r
antingen lika med eller lagre &n motsvarande IgM-varde i serum,
kan fortfarande vara tecken pa intratekal antikroppssyntes om en
allvarlig nedséttning av blod-CSF barridren kan uteslutas®.
Post-behandlingsprov

Beddmning av pa varandra féljande post-behandlingsprov av
CSF/serum: Efter lamplig antibiotikabehandling minskar ett
specifikt IgM-index och efter 6-9 manader ar indexet vanligen
<0,3. Ett forhojt 1IgG-index finns ofta kvar i aratal trots fullstandigt
tillfrisknande.

Ett IgG-index 20,3 utan samtidig mononuklear pleocytos i CSF ar
séllsynt utom i post-behandlingsprov. Darfor kan ett sadant fynd
tyda pa en féregaende episod av neuroborrelios.

11. PRESTANDABEGRANSINGAR

11.1.

Alltfor hog blodkontamination av CSF-provet kan leda till
falskt Iaga, specifika antikroppsindex.

11.2. P&agrund avdet antigena férhallande mellan B. burgdorferi
och Treponema pallidum, kan serologiska korsreaktioner,
dven om de ar sallsynta, upptrada hos patienter med en
aktuell eller tidigare anamnes pa neurosyfilis. Serologisk
diskriminering ar mojlig med hjalp av treponemala tester
sasom T pallidum-hemagglutinationsanalys, eller icke-
treponemala tester sasom Rapid Plasma Reagin (RPR)
eller Venereal Disease Research Laboratory (VDRL)-testet.
Dessa tester dr negativa hos patienter med enbart en B.
burgdorferi-infektion.

Tidigare antibiotikabehandling kan upphéva

antikroppssvaret och saledes gor de serologiska fynden
mindre predikterbara.

11.3.

Insamling av prov tidigt under sjukdomens utveckling kan

leda till negativa testresultat (se Avsnitt 10).

Testresultaten paverkas negativt om reagenser modifieras
eller forvaras under andra forhallanden @n de som
specificerats i Avsnitt 4.2.

Testresultat skall tolkas tillsammans med information
tillganglig  fran  epidemiologiska studier, kliniska
bedémningar av patienten och andra diagnostiska
procedurer.

12. FORVANTADE VARDEN

Ett specifikt antikroppsindex 20,3 tyder alltid pa intratekal syntes
av specifika antikroppar.

Hos patienter med neuroborrelios, bérjar oftast den intratekala
antikroppssyntesen under den andra veckan efter debut av de
neurologiska symtomen. Specifik IgG- och/eller IgM-produktion ar
detekterbar hos = 80% av patienter med definitiv neuroborrelios
i borjan av tredje veckan och hos samtliga patienter 6-8 veckor
efter bérjan av neurologiska symtom®.

Franvaro av intratekal antikroppsproduktion eller narvaro av
specifika antikroppar i CSF pa grund av transudation fran serum
eller blodkontamination av CSF ger antikroppsindex <0.

13. SPECIFIKA RESULTATKARAKTERISTIKA

Parade CSF- och serumprov fran 25 patienter med kliniskt

definierad Lymes neuroborrelios i tidigt skede testades med IDEIA
Lyme Neuroborreliosis.

IDEIA Lyme Neuroborreliosis Antal
patienter
Positiva for intratekalt producerade IgG-antikroppar 18
Negativa for intratekalt producerade IgG-antikroppar 7
Positiva for intratekalt producerade IgM-antikroppar 12
Negativa for intratekalt producerade IgM-antikroppar 13
Positiva fér intratekalt producerade IgG- och/eller IgM-antikroppar 19
Negativa for intratekalt producerade IgG- och IgM-antikroppar 6

Ett specifikt antikroppsindex 20,3 hittades for 1gG i 72% och for
1gM i 48% av de 25 patienterna med Lymes neuroborrelios i tidigt
skede. Endast en patient hade specifik IgM-syntes utan samtidig
IgG-syntes. Vissa patienter med laga 1gG-index visade emellertid
IgM-index 20,3. De diagnostiska bevisen 6kar genom att leta efter
bade specifik 1gG- och IgM-syntes. 19 av 25 patienter (76%) med
Lymes neuroborrelios i tidigt skede identifierades av IDEIA Lyme
Neuroborreliosis.

13.1. KORSREAKTIVITET

Ett positivt resultat indikerar alltid intratekal antikroppssyntes
till B. burgdorferi utom nér prov fran patienter med neurosyfilis
testas. Prov fran dessa patienter kan ge falskt positiva resultat.
Det B. burgdorferi-specifika antikroppsindexet forblir emellertid
oftast lagt. Dessutom géller genomgaende att korsreagerande
CSF- liksom ocksa serum-antikroppar tillhor IgG-klassen?.

Signifikansen av intratekal, polyklonal B-cellsaktivering, som
orsak till "falskt positiva" IgM-resultat, ar okand®.
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