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ORG 911G Anti-Borrelia IgG

URCENYM UCELEM

Alegria® Anti-Borrelia 1gG je testovaci systém dle ELISA pro kvantitativni méfeni IgG tfid protilatek proti Borrelia
burgdorferi sensu lato ve vzorcich lidského séra nebo plasmy. Tento vyrobek je uréen pouze pro profesionalni in
vitro diagnostiku.
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SHRNUTI A VYKLAD TESTU

Borrelia burgdorferi sensu lato (s. |.) pfedstavuje hlavni kauzativni organismus Lymské borelidézy v Asii, Evropé a
USA. Kmeny vyskytujici se v Evropé jsou Borrelia burgdorferi sensu lato, které sdruzuji patogenni druhy B. afzelii,
B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, B. spielmanii a B. bavariensis.

Potencialné patogennimi druhy jsou B. valaisiana, B. lusitaniae a, pouze v USA, druh B. burgdorferi senso stricto.
Pfenos na ¢lovéka je zplsoben klistétem rodu Ixodes. Prvnim pfiznakem u pfiblizné 60 % pfipadl je erythema
migrans, objevujici se nékolik dni az tydnd po infekci. Eventualné byva erytém doprovazen stfedné zavaznymi
chfipkovymi pfiznaky. Po rozsifeni patogenu krevni cestou nebo lymfatickym systémem mohou nasledovat nékteré
komplikace v pozdéjsich stadiich onemocnéni. Zejména se jedna o neuroboreliézu (cca 20 %) a Lymskou artritidu
(cca 10 %).

U nelécenych pacientll mize mit onemocnéni zavazny prabéh a vést k trvalé chronické infekci. Na druhou stranu
muZze infekce zplsobena B. burgdorferi probihat bez jakychkoliv klinickych pfiznaka.

Diagnostika Lymské boreliézy spociva v dukladném zhodnoceni [ékaiské anamnézy.

Stanoveni protilatek hraje rovnéz rozhodujici roli. V mnoha pfipadech nelze protilatky stanovit v ¢asném stadiu
onemocnéni (erythema migrans). Stanoveni specifickych protilatek proti boreliim je nezbytné pro potvrzeni
klinického podezfeni na Lymskou boreliézu.

Stanoveni intratekalni produkce protilatek predstavuje koneény prikaz pfi stanoveni neuroboreliézy.

U Lymské artritidy byvaiji zjiStény mimoradné vysokeé titry protilatek IgG s Uplnou absenci protilatek IgM. Progresi
Lymské borelidzy Ize zabranit podavanim antibiotik.

PRINCIP TESTU

Reakéni jamky: potaZzené rekombinantni antigen (VISE, DbpA, OspC, p83/p100) of B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B.
garinii.

Test Alegria® obsahuje mikrostripy s nazvem Alegria® Test Strips. Maji 8 jamek a jsou oznacené arovym kodem.
Kazdy prouzek je uréen pro jedno stanoveni z jednoho vzorku od pacienta. Alegria® Test Strip obsahuje kompletni
sadu reagencii: enzymaticky konjugat, enzymaticky substrat, vzorek pufru a kontrolni vzorek specificky pro dany
test. Na kazdém prouzku jsou dale dvé jamky potazené antigenem, které slouzi jako reakéni jamky pro jeden
kontrolni vzorek a jeden vzorek od pacienta.

Stanoveni je zaloZzeno na nepfimé imunitni reakci navazaného enzymu, kterd ma tyto faze: protilatky pfitomné v
pozitivnich vzorcich se navazou na antigen naneseny na povrch dvou reakénich jamek a vytvofi komplex protilatky
a antigenu. Po inkubaci se pfi prvnim promyti odstrani nenavazané a nespecificky navazané molekuly. Nasledné
pridany enzymaticky konjugat se navaze na imobilizovany komplex protilatky a antigenu. Po inkubaci se pfi druhém
promyti odstrani nenavazany enzymaticky konjugat. Po pfidani enzymatického substratu dojde k hydrolyze a ke
vzniku zbarveni v prubéhu inkubace. Intenzita modrého zbarveni odpovida koncentraci komplexu protilatky a
antigenu a Ize ji fotometricky méfit pfi vinové délce 650 nm.

Princip testu Alegria® Test Strip vychazi z patentované technologie SMC® (Sensotronic Memorized Calibration):
udaje o testu, analyze a hodnoceni a dale datum exspirace dané Sarze jsou obsazeny v ¢arovém kddu vytisténém
na kazdém prouzku testu Alegria® Test Strip.

Alegria® Test Strip je mozné pouzit s diagnostickym pristrojem Alegria® — plné automatickym analyzatorem s
pFimym pfistupem (Random Access). Pomoci technologie SMC® jsou data zakédovana v &arovém kédu prenesena
z prouzku Alegria® Test Strip do pfistroje, ktery automaticky provede test a vyhodnoti jej. Pfistroj odeéte datum
exspirace a je-li test Alegria® Test Strip proly, odmitne jeho dal$i zpracovani.

UPOZORNENI A PREVENCE

* V8echna ¢inidla této sady jsou navrZzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

* Komponenty obsahujici lidské sérum byly otestovany a nebyly nalezeny HBsAg, HCV, HIV1 a HIV2 dle
schvalenych metod FDA. Zadny test nem(ize zarugit absenci HBsAg, HCV, HIV1 nebo HIV2 a je tedy nutno s
kazdym lidskym sérem, obsahujicim latky testu, manipulovat jako s infekénim materialem.

* Bilkovina hovéziho séra (BSA) pouzita v komponentach byla otestovana na BSE a to negativné.

*» Vyhnéte se kontaktu se substratem TMB (3,3",5,5 -tetrametyl benzidin).

* Systémova kapalina obsahuje kyselinu, dle klasifikace je bezpe¢na. Zabrarite kontaktu s pokozkou.

» Kontrola, vzorkovy roztok a myci roztok obsahuji 0.09% azidu sodného jako ochranny prostfedek. Tatc
koncentrace je klasifikovana jako bezpec¢na.

» Enzym konjugace, kontrola a vzorkovy roztok obsahuje 0.05% ProClinu 300 jako ochranného prostfedku. Tatc
koncentrace je klasifikovana jako bezpec¢na.
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Béhem manipulace se v§emi ¢inidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpecnost

a spravnou laboratorni praci:

* Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned dikladné oplachnéte vodou a saponatem. Sundejte
kontaminovany odév a boty a pfed dal$im pouzitim je omyjte. Dojde-li ke kontaktu systémové kapaliny s kuzi,
oplachnete dukladné vodou. Po kontaktu se zrakem dikladné oplachujte oteviené oci tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Dle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

+ Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpe¢nosti. Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a o€ima. NepoZivejte. Nenasavejte

usty. Nejezte, nepije, nekufte nebo nenanasejte make up v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo sadou

Cinidel. P¥i vyliti absorbuijte inertnim materialem a polity material fadné zlikvidujte.

« Limity vystaveni / ochrana osob: Noste ochranné rukavice z nitrilové nebo z pfirodniho latexu. Noste ochranné
bryle. Pfi pouzivani dle uréeného pouZziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

- Situace, kterym je tfeba predchazet: Roztok substratu je citlivy na svétlo. Proto skladujte prouzky Alegria® na
tmavém misté.

« P¥i likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni predpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzaénimi kontrolami a/nebo

sdruzenymi séry.

OBSAH SOUPRAVY

\/ 24 ORG911G Dostaduje pro 24
Alegria® testovaci stripy: desticka obsahujici 12 modul(i po 8 jamek.

Jamky 1a2: prazdné a bez ¢inidla (jamky pro Fedéni vzorku)
Jamky 3a4: potazené pfislusnym antigenem (reakéni jamky)

S ‘3 Jamky 5:  Kontrola: Zlutd; obsahuje protildtky pro konkrétni testy, PBS, BSA,
=== g detergent; ochranny prostfedek azid sodny 0.09% a ProClin 300 0.05%.
o S 3 Jamky 6:  Enzymovy konjugat: svétle Cervena; obsahuje protilidské protilatky IgG,

12 oznageno HRP; PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek ProClin 300
0.05%.
Jamky 7:  Vzorkovy pufr: Zlutd; obsahuje PBS, BSA, detergent; ochranny
prostfedek azid sodny 0.09% a ProClin 300 0.05%.
Jamky 8: TMB substratovy roztok: 3,3’, 5,5'- tetramethyl-benzidin.
Kod na ¢arovy: Borrel IgG na vytisku: Borr-G
1x 20 ml Promyvaci pufr; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%;
50x koncentrat
1x 2.5 ml Redé&na systémova kapalina; obsahuje kyselinu; 1000x koncentrat
[ 1 Alegria® Pokyny pro pouziti: Alegria® Mini-DVD
[li 1 Certifikat kontroly kvality

SKLADOVANI A STABILITA

« Skladujte testovaci sadu pfi 2-8°C na tmavém misté.

» Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte €inidla horku, sluneénimu zafeni nebo silnému svétlu.

« Skladuijte testovaci prouzky Alegria® hermeticky uzavieny a v suchu v dodaném zasobniku.

» Uchovatelnost neoteviené testovaci je 15 mésici od data vyroby. Neoteviena ¢&inidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz Stitky pro individualni davku.

* Rozfedény myci roztok a systémova kapalina jsou stabilni minimalné 30 dni, jsou-li skladovany pfi 2-8°C. Pro
pfemisténi do nadoby s ¢inidlem doporucujeme spotfebovat v tentyz den.

POTREBNE VYBAVENI

* mixér Vortex

* mikropipety se Spickami na jedno pouziti na 10 pl
« destilovana nebo deionizovana voda

« odmérny valec na 1000 ml, 2500 ml

ODEBIRANIi VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANI
» Krevni vzorky odebirat podle platnych smérnic a metod.
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» Krev nechat srazit a sérum ziskat odstfedénim.

» Pouzivani hemolitickych, lipemickych a ikterickych sér je potfeba se vyhnout.

+ Pfi teploté 2 - 8 °C chlazené vzorky séra a plazmy mohou byt skladovany az 5 dni. Je-li planovano delsi
skladovani, mély by byt vzorky rozdéleny na alikvotni ¢asti a pfi -20 °C hluboce zmrazeny.

* Vyhybat se opakovanému rozmrazeni a zmrazeni! To mUze vést k variabilni ztraté aktivity autoprotilatek nebo
protilatek.

» Pouzivani tepelné inaktivovanych sér se nedoporucuje.

POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

+ Testovaci sada nemuze byt po uplynuti data pouZiti pouzivana.

» Veskery material musi byt ponechan pred pouZitim pfi pokojové teploté (20-28 st C).
» Aby se zabranilo kontaminaci, vymériujte Spicky mikropipet mezi vzorky.

PRIPRAVA REAGENCIi

Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na koneény objem
1000ml (11). Promyvaci roztok se poté preleje do vyhradné k tomu uréené nadoby. Pokud je tfeba provést pouze
jeden cyklus Alegria v jednom dni, doporu€ujeme transfer pouze 500 ml zfedéného Promyvaciho pufru.

Narfedte obsah Redéné systémové kapaliny koncentratu (1000x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na
koneény objem 2500ml pfed pouzitim. Systémova kapalina se nasledné prelije do pfipravené nadoby.

Vyjméte pozadovany pocet testovacich prouzkii Alegria®ze zasobniku a nechejte je ohtat na pokojovou teplotu (20
-28°C). Nesundavejte foliovy obal prazdnych jamek, dokud nebudete pfipraveni zagit analyzu.

PRIPRAVA REAGENCIi

Testovaci prouzky Alegria® s technologii SMC® se pouzivani s diagnostickym zafizenim Alegria®.

Podrobné informace o obsluze nastroje naleznete v navodu k obsluze pro zafizeni.

(1) Sejmout folii, ktera pokryva prazdné jamky 1 az 4 z potfebného testovaciho prouzku
Folie otiSténa ¢arkovym kédem, jenz pokryva kavitu 5 az 8, neni k sejmuti.

(2) Na dno kavity 1 napipetovat jamky 10 pl nezfedéného vzorku pacienta.

(3) Vlozte prouzek do SysTray.

(4) Umistéte obsazeny SysTrays do spravné polohy v nastroji Alegria® a spustte test. VSechny dalSi kroky se
provedou automaticky. Testovaci chod je dokonéen, kdyZ nastroj zacne tisknout vysledky.

KALIBRACE
Tento analyza¢ni systém je zkalibrovan v relativnich smluvenych jednotkach, protoZe nejsou k dispozici zadné
mezinarodni referenéni pfipravky.

VYPOCET VYSLEDKU

Pomoci technologie SMC® (Senzotronicky zapamatovana kalibrace) se viechna data prevadi do systému pomoci
individualnich ¢arovych kodd na testovacim prouzku Alegria®. Vyhodnoceni a interpretace vysledki probiha piné
automaticky.

PRACOVNI CHARAKTERISTIKY
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Rozsah méreni
Vypocet rozsahu analyzy Alegria®je: 0-200 U/ml

Hranice hodnoty
Cut-off tohoto testu Alegria® je: 25 U/ml

Interpretace vysledku

negativni <20 U/ml
hrani¢ni 20 - 25 U/ml
pozitivni > 25 U/ml

HRANICE METODY

Toto vySetfeni je diagnosticka pomicka.Definitivni klinickd diagnéza by neméla byt zaloZzena na vysledcich
jediného testu, ale mély by byt Iékari po vSech klinickych a laboratornich nalezd byly hodnoceny o celé klinickym
obrazem pacienta. Také kazdé rozhodnuti pro terapii by méla byt pfijata individualné.

VySe uvedené referencni rozmezi by mélo byt povazovano pouze za orientacni. Doporucuje se, aby si kazda
laboratof stanovila své vlastni normaini a patologické rozsahy pro protilatek u vzork( pacientd.

Negativni vysledek nevyluCuje infekci, protoze sérum muze byt odebran pfili§ brzy na stanoveni protilatek byt
zjistitelny. Pozitivni vysledek nevylucuje pfitomnost jiné infekéni patogen jako pficinu onemocnéni.

Linearita

Tii vzorky pacientd obsahujici vysokou Uroveri uréité protilatky byly sériové zfedény ve vzorkovém roztoku pro
ukazku dynamického rozsahu analyzy a horniho / spodniho konce linearity. Aktivita pro kazdy roztok byla
spoéitana pomoci SMC® technologie.

Vzorek Redéni Pozorovana Ocekavana P/O
U/ml U/ml [%]
1 1:100 159.8 159.8 100
1:200 80.9 79.9 101
1:400 38.6 40.0 97
. 1:800 19.7 20.0 99
2 1:100 115.9 115.9 100
1:200 56.9 58.0 98
1:400 26.5 29.0 92
. 1:800 13.8 14.5 95
3 1:100 98.7 98.7 100
1:200 54.0 49.4 109
1:400 25.8 247 105
1:800 13.5 12.3 110
Limit detekce
Minimalni mnozstvi Zjistitelnych protilatek je 4.5 U/ml

Reprodukovatelnost

Intraanalyzaéni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tii vzorkd z vysledku 24 nalezt v
jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.

Interanalyzacni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkd z vysledkd 6 nalez( pfi 5
riznych cyklech. Vysledky pfesnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce nize.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek Primeér Vzorek Primér
[U/mI] % CV [U/ml] % CV
1 6.1 5.4 1 8.8 57
2 24.2 6.3 2 258 6.4
3 155.0 5.4 3 150.7 5.4
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Interference

Nebyla pozorovana zadna interference se séry, ktera byla hemolyticka (az do 1 000 mg/dl), lipemicka (az do 3g/dl
triglyceridl) nebo obsahovala bilirubin (az 40 mg/dl). Nicméné z praktickych diivodd se doporucuje, aby hrubé
Hemolyzované nebo lipemické vzorky je tfeba se vyhnout. Taktéz nebyly pozorovany zadné efekty interference s
pouzitim antikoagulancii (EDTA, heparin, citrat).

Zadné rudeni je-bylo pozorovano u virovych infekci bakterialni nebo T. pallidum, Chlamydia sp., Yersinia sp.,
Parvovirus B19 nebo akutni infekce EBV. Ani rusivych u¢inkd u revmatickych onemocnéni Misto fazolky spojené se
zvySenymi titr( autoprotilatek jako jsou revmatoidni faktory podle zlata antinuklearnich protilatek.

Séroprevalence
Analyza 100 darcl zdravé krve z Némecka ukazala 9 pozitivnich vysledkd rovnych 9% séroprevalenci.

Vysledky studie

Srovnavaci studie

Bylo testovano 194 vzork( metodou srovnavani. Populace studie obsahovala vzorky ze dvou klinickych laboratofi.

V rémci referenéni metody bylo zji§téno 56 pozitivnich vzorku.

Na zakladé referenéni metody byl u 51 z 56 vzorkil stanoven rovn&z pozitivni vysledek ve zkousce Alegria® Anti-
Borrelia IgG, poskytnuta citlivost byla tedy 91,1 %.

V ramci referenéni metody bylo zji§téno 138 negativnich vzorka.

Na zakladé referenéni metody byl u 133 z 138 vzork(i stanoven negativni vysledek ve zkou$ce Alegria® Anti-
Borrelia IgG, poskytnuta citlivost byla tedy 96,4 %.

184 ze 194 vzork( prokazalo odpovidajici vysledky, coz v zavéru €ini 94,8% shodu.

Dale bylo analyzovano 10 vzorkd od pacientd s klinicky stanovenou boréliovou infekci. Tyto vzorky byly
analyzovany ve zkousce Anti-Borrelia IgG spravné (9 vzorku pozitivnich a 1 vzorek hranicni).

Porovnavaci metoda
pozitivni  negativni

ORG 911G pozitivni 51 5 *
Anti-Borrelia IgG  negativni 5 ° 133
56 138 194

senitivitat  91.1 %
specificita 96.4 %
diagnosticka efektivita 94.8 %

* 2 vzorky byly pozitivni pfi pouZiti metody Western Blot
° v8ech 5 vzorku bylo negativnich pfi pouZiti metody Western Blot

Klinicka studie

84 klinickych vzorkt bylo analyzovano pomoci zkousky Alegria.

Stadium 1: 21 sérovych vzorkl od pacientd s klinickym podezfenim na stadium 1 Lymské boreliézy po
kousnuti klistétem (11 pfipad(l s erythema migrans)

Stadium 3: 43 sérovych vzorkd od pacientu s artritidou

Samples Anti-Borrelia IgM Anti-Borrelia 1gG 1gM +1gG

Disease|Clinics number | positive | % positive | borderline |% borderline| positive | % positive | borderline [% borderline| reactive* | % reactive

Stage 1 |Borreliosis after tick-bite| 21 15 71.4% 2 9.5% 10 47.6% 3 14.3% 18 85.7%

Stage 2 |Neuroborreliosis 20 6 30.0% 3 15.0% 14 70.0% 1 5.0% 15** | 75.0%

Stage 3 |Arthritis 43 9 20.9% 1 2.3% 39 90.7% 4 9.3% 43 |100.0%
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*

*k

reaktivni: hraniéni nebo pozitivni
5 vzork(l bylo negativnich se sérologickymi zkouskami, které prokazaly pozitivni reakci mozkomi$niho moku
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