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1. Asnwendungsbereich

Fur die in vitro Diagnostik. Die RIDASCREEN® Borrelia-Tests sind Enzymimmunoassays zum
quantitativen Nachweis von IgG- oder IgM-Antikérpern gegen Borrelia burgdorferi sensu lato in
humanem Serum.

Die Tests sollten bei begrindetem Verdacht auf eine Borreliose oder zur Abklarung des
Immunstatus durchgefuhrt werden.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

In Europa fasst der Borrelia burgdorferi sensu lato-Komplex bekannte human pathogene
Genospezies wie Borrelia afzelli, Borrelia garinii, Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
spielmanii und Borrelia bavariensis zusammen. Die Genospezies Borrelia valaisiana und
Borrelia lusitaniae gelten als potentiell pathogen.

Aufgrund der Reaktion des Immunsystems kommt es nach einer Infektion mit Borrelien zur
Bildung von spezifischen Antikorpern gegen den Erreger. Diese kénnen im Serum mit Hilfe von
immunologischen Verfahren nachgewiesen werden. Fur die Aussagekraft eines Tests ist dabei
neben der Auswahl des verwendeten, Erreger-spezifischen Antigens auch die verwendete
Testmethode von Bedeutung.

3. Testprinzip

Gereinigte Antigene sind an eine Mikrotiterplatte gebunden. In Patientenproben vorhandene
Antikdrper binden an die Antigene und werden in einem zweiten Schritt mit Enzym-markierten
Anti-human-Antikérpern (Konjugat) nachgewiesen. Durch das Enzym wird ein farbloses
Substrat (H,O,/TMB) zu einem blauen Endprodukt umgesetzt. Die enzymatische Reaktion wird
durch Zugabe von Schwefelsaure beendet. Dabei erfolgt gleichzeitig ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die abschlieRende Messung erfolgt in einem Photometer bei 450 nm
(Referenzwellenlange > 620 nm).
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4. Packungsinhalt

Tab. 1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fiir 96 Bestimmungen)

1 N Schwefelséaure; gebrauchsfertig

K3221 | K3231
[s[€} IgM
Plate 96 Best. | Mikrotiterplatte; X X
12 Mikrotiterstreifen (teilbar) im Halterahmen;
beschichtet mit nativem Antigen von Borrelia burgdorferi
sensu lato (B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi) und mit
rekombinantem OspC aus B. afzelii (Stamm PKo)
110 ml | Probenpuffer, gebrauchsfertig; X X
Phosphat-gepufferte NaCl-Lsg., gelb gefarbt;
enthélt Treponema phagedenis Lysat zur Absorption
kreuzreaktiver Antikbrper gegen andere Spirochaten
100 ml | Waschpuffer, 10fach konzentriert; X X
Tris-gepufferte NaCl-Lsg.
Control IgG 2,5ml | Standardkontrolle 1I9G, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdiinntes Humanserum, grin gefarbt
Control IgM | + 2,5ml | Standardkontrolle IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdiinntes Humanserum, rot gefarbt
Control IgG | — 1,2 ml |Negativkontrolle IgG, gebrauchsfertig; X
farbloser Deckel verdiinntes Humanserum
Control IgM | - 1,2 ml | Negativkontrolle IgM, gebrauchsfertig; X
farbloser Deckel verdiinntes Humanserum
Control IgG 2,5ml | Qualitatskontrolle A IgG, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdiinntes Humanserum, grun gefarbt
Control IgM 2,5ml | Qualitatskontrolle A IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdiinntes Humanserum, rot gefarbt
Control IgG | B| 1,2 ml | Qualitdtskontrolle B IgG, gebrauchsfertig; X
griiner Deckel verdinntes Humanserum
Control IgM | B 1,2 ml | Qualitdtskontrolle B IgM, gebrauchsfertig; X
roter Deckel verdinntes Humanserum
SeroG LD 12 ml | Anti-human-lgG-Konjugat LD (Ziege), gebrauchsfertig; X
griiner Deckel Peroxidase-konjug. Antikorper in stabil. Proteinlésung
SeroM HD 12 ml | Anti-human-IgM-Konjugat HD (Ziege), gebrauchsfertig; X
roter Deckel Peroxidase-konjug. Antikérper in stabil. Proteinldsung
SeroSC 12 ml | Substrat X X
H,O./Tetramethylbenzidin; gebrauchsfertig
12 ml | Stopp-Reagenz X X

Gefahrstoffangabe gemald Kennzeichnungspflicht. Weitere Details siehe Material Safety Data
Sheets (MSDS) auf www.r-biopharm.com.
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

Das Testkit ist bei einer Lagerung von 2 —8 °C bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten
Verfallsdatum verwendbar. Der verdiinnte Waschpuffer ist bei einer Lagerung von 2 — 8 °C vier
Wochen, bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (20 —25 °C) finf Tage haltbar. Nach
Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitdtsgarantie mehr tlbernommen werden.

Der Alu-Beutel, in dem sich die Mikrotiterplatte befindet, ist so zu 6ffnen, dass der
Klippverschluss nicht abgetrennt wird. Nicht benétigte Mikrotiterstreifen sind sofort im
verschlossenen Alu-Beutel bei 2 — 8 °C zu lagern.

Eine Kontamination der Reagenzien ist ebenso zu vermeiden wie eine direkte Lichteinwirkung
auf das farblose Substrat.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches Zubehor

6.1. Reagenzien

— destilliertes oder deionisiertes Wasser

6.2. Zubehor

— Brutschrank bei 37 °C

— Probenréhrchen

— Vortex Mixer

— Mikropipetten fir 10 — 100 pl und 100 — 1000 pl Volumina

— Messzylinder (1000 ml)

— Stoppuhr

— Waschgerét fur Mikrotiterplatten oder Mehrkanalpipette

— Photometer fur Mikrotiterplatten (450 nm, Referenzfilter > 620 nm)
— Filterpapier (Labortticher)

— Abfallbehalter mit einer 0,5%igen Natriumhypochloritldsung

7. Vorsichtsmalnahmen

Nur fur die in vitro Diagnostik.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufihren. Die Richtlinien zur Arbeit in
medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur Durchfihrung des
Tests ist strikt einzuhalten. Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt
mit verletzter Haut oder Schleimh&uten vermeiden. Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und
Proben personliche Schutzausriistung (geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille)
tragen und nach Abschluss des Tests die Hande waschen. In Bereichen, in denen mit Proben
gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.
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Weitere Details, siehe Material Safety Data Sheets (MSDS) www.r-biopharm.com.

Die im Kit befindlichen Kontrollseren (Standardkontrolle, Negativkontrolle, Qualitatskontrolle A
und Qualitatskontrolle B) wurden auf HIV- und HCV-Ak sowie HbsAg untersucht und fur negativ
befunden. Dennoch sollten sie, ebenso wie die Patientenproben und alle Materialien, die mit
ihnen in Bertihrung kommen, als potentiell infektios behandelt und entsprechend den jeweiligen
nationalen Sicherheitsbestimmungen gehandhabt werden.

Alle Reagenzien und Materialien missen nach Gebrauch sachgerecht und eigenverantwortlich
entsorgt werden. Bitte beachten sie bei der Entsorgung die jeweils national geltenden
Vorschriften!

8. Sammlung und Lagerung der Proben

Der Test ist fur die Untersuchung humaner Serumproben entwickelt worden. Nach der
Blutentnahme sollte zur Vermeidung einer Hamolyse das Serum mdglichst schnell vom
Blutkuchen getrennt werden. Die Proben sind bis zur Testung kiihl oder gefroren zu lagern.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Proben ist unbedingt zu vermeiden, ebenso mikro-
bielle Kontamination. Die Verwendung von Hitze inaktivierten, lipdmischen, ha&molytischen,
ikterischen oder triiben Proben kann zu verféalschten Ergebnissen fihren.

Tab. 3: Probenlagerung

unverdiinntes Serum verdinntes Serum
2-8°C -20 °C 2-8°C
1 Woche > 1 Woche 7 Stunden

9. Testdurchfiihrung
9.1. Allgemeines

Vor Verwendung sind alle Reagenzien und die Mikrotiterstreifen auf Raumtemperatur
(20 — 25 °C) zu bringen. Die Mikrotiterstreifen sind erst nach Erreichen der Raumtemperatur
dem Alu-Beutel zu entnehmen. Die Reagenzien sind unmittelbar vor der Verwendung gut zu
mischen. Nach dem Gebrauch ist das Kit sofort wieder bei 2 — 8 °C zu lagern.

Es sollte nur soviel Reagenz entnommen werden, wie fur die Durchfihrung des Tests bendtigt
wird. Uberschiissiges Reagenz darf nicht in die GefaRe zuriickgegeben werden, da dies zu
einer Kontamination fihren kann.

Die Mikrotiterstreifen koénnen nicht mehrfach verwendet werden. Reagenzien und
Mikrotiterstreifen dirfen nicht verwendet werden, wenn die Verpackung beschédigt ist oder die
Gefal3e undicht sind.
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Einige der im Kit enthaltenen Reagenzien sind nicht Test-spezifisch. Diese mit Sero
gekennzeichneten Reagenzien (z. B. kénnen auch bei anderen RIDASCREEN® Sero
ELISA mit entsprechenden Reagenzien verwendet werden.

Die Kontrollseren sind chargenspezifisch. Ein Austausch der Kontrollseren zwischen
Kits verschiedener Chargennummern ist nicht zul&ssig.

Die RIDASCREEN® Sero ELISA Qualitatskontrollen A bzw. B werden als zusatzliche,
spezifische Kontrollproben fiir den entsprechenden RIDASCREEN® Sero ELISA Testkit
angeboten. Dabei handelt es sich um Kontrollproben zur zusatzlichen
Qualitatssicherung, die optional eingesetzt werden kénnen. Sie enthalten humanes
Kontrollserum mit unterschiedlichen Antikérperkonzentrationen.

9.2. Herstellung des Waschpuffers

1 Teil des Waschpuffer-Konzentrates [SeroWP| wird mit 9 Teilen destillierten Wassers gemischt.
Hierfir werden 100 ml des Konzentrates in einen 1000 ml Standzylinder gegeben und mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt. Eventuell im Konzentrat vorhandene Kristalle sind
vorher durch Erwarmen (Wasserbad bei 37 °C) zu lésen. Der verdinnte Waschpuffer ist bei
einer Lagerung von 2 — 8 °C vier Wochen, bei einer Lagerung bei Raumtemperatur (20 — 25 °C)
funf Tage haltbar.

9.3. Vorbereitung der Proben

Die zu untersuchenden Serumproben werden vor Testbeginn mit dem Probenpuffer
1:100 verdunnt.

z. B. 10 pl Serum + 990 pl

Fur IgM-Bestimmungen wird empfohlen, Seren vor der Testung einer IgG-Absorption (z. B. mit
dem RIDA® RF-Absorbens, Art. No. Z0202) zu unterziehen.

Achtung!
Negativkontrolle, Standardkontrolle, Qualitatskontrolle A und Qualitatskontrolle B sind
gebrauchsfertig und dirfen nicht verdinnt oder absorbiert werden.

9.4. Erste Inkubation

Nach dem Einstecken einer ausreichenden Zahl von Kavitaten in den Halterahmen werden von
den verdunnten Proben und gebrauchsfertigen Kontrollen jeweils 100 pul in die entsprechenden
Vertiefungen pipettiert, die Position A1 (Reagenzienleerwert) bleibt frei. Die Negativkontrolle
IControl IgG | -| oder [Control IgM | -] wird einfach und die Standardkontrolle [Control IgG | +]| oder
IControl IgM [ +] doppelt mitgefiihrt. Die Qualitatskontrollen [Control IgG | A] und [Control 1gG | B]
bzw. die Qualitatskontrollen \Control IgM |A\ und [Control IgM | B|werden einfach mitgefiihrt.
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Die Platte wird 30 Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Dabei sollte der Boden der
Kavitaten keinen Kontakt zu gut warmeleitenden Materialien (Metall oder feuchtes Papier)
haben. Die Mikrotiterplatte ist wahrend der Inkubation abzudecken.

Die der Bestimmung (IgG bzw. IgM) entsprechenden Kontrollen sind zu verwenden.

Al Reagenzienleerwert
Bl Negativkontrolle

C1 Standardkontrolle
D1 Standardkontrolle
E1l Qualitatskontrolle A
F1 Qualitatskontrolle B

G1lH1 Patientenserum 1,2 usw.

Achtung!

Die Mikrotiterplatte darf nicht in ein kihles Inkubationsbehéltnis gestellt werden, das
sich erst wahrend der Inkubation auf 37 °C erwarmt. Das Behéltnis muss schon vorab an
37 °C adaptiert sein.

9.5. Waschen

Die Kavitaten sollten in einen Abfallbehalter mit Hypochloritldbsung zur Desinfektion entleert
werden. AnschlieBend wird die Platte auf saugfahigem Papier ausgeklopft, um die
Restfeuchtigkeit zu entfernen. Danach wird 4 mal mit jeweils 300 pl Waschpuffer gewaschen.
Dabei ist nach jedem Waschgang fur eine komplette Entleerung durch Ausklopfen auf einer
unbenutzten Stelle des Papiers zu sorgen.

Bei Verwendung eines Waschautomaten ist auf die korrekte Einstellung des Gerates auf
den verwendeten Plattentyp zu achten. Nach dem Waschen sollte die Platte auf saugfa-
higem, sauberem Papier ausgeklopft werden, um die Restfeuchtigkeit zu entfernen.

9.6. Zweite Inkubation

Zugabe von 100 pl Anti-human-lgG-Konjugat LD bzw. Anti-human-IgM-Konjugat HD
SeroM HD in die entsprechenden Vertiefungen (einschlie3lich A1). Anschlie3end wird die Platte
far 30 Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert (siehe Pkt. 9.4.).

9.7. Waschen

4maliges Waschen gemal Pkt. 9.5.
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9.8. Dritte Inkubation

Zugabe von 100 pl Substrat in alle Vertiefungen. Anschlieend wird die Platte fur 30
Minuten bei 37 °C in einem Brutschrank inkubiert. Danach wird durch Zugabe von 100 pl
Stoppldésung in alle Vertiefungen die Reaktion gestoppt. Nach vorsichtigem Mischen
(leichtes Tippen an den Plattenrand) wird die Extinktion in einem Plattenphotometer bei 450 nm
gemessen (Referenzwellenlange > 620 nm). Der Abgleich des Nullwertes erfolgt gegen den
Reagenzienleerwert (Position Al).

10. Qualitatskontrolle - Anzeichen fur Reagenzienverfall

Fir die Qualitdtskontrolle sind bei jeder Testdurchfihrung  Standardkontrolle
(Doppelbestimmung) und Negativkontrolle mitzufiihren. Der Test ist korrekt verlaufen, wenn der
Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle bei 450/620 nm in dem Wertebereich liegt, der auf
dem beigefligten Datenblatt angegeben ist. Weichen die beiden Einzelmessungen um mehr als
20 % vom Mittelwert ab, muss der Test wiederholt werden. Die Negativkontrolle muss bei 450 /
620 nm einen Extinktionswert < 0,3 aufweisen.

Die RIDASCREEN® Sero ELISA Qualitatskontrollen A bzw. B sind zusatzliche Kontrollproben
zur Qualitatssicherung, die optional eingesetzt werden konnen. Die Zielbereiche sind dem
beigefligten, chargen-spezifischen Qualitatszertifikat zu entnehmen. Die erzielten Werte (U/ml,
IlU/ml oder mlU/ml) dienen dem Anwender als Richtwerte fiur die Ilaborinterne
Qualitatssicherung.

Eine Abweichung von den geforderten Werten sowie eine Reagenzientriibung oder Blaufarbung
des Substrates vor Zugabe in die Kavitdten kdnnen ein Hinweis auf einen Reagenzienverfall
sein.

Sollten die vorgegebenen Werte nicht erfillt sein, ist vor einer Testwiederholung Folgendes zu
Uberprufen:

— Haltbarkeit der verwendeten Reagenzien

— Funktionsfahigkeit der eingesetzten Geréate (z. B. Kalibrierung)

— Korrekte Testdurchfihrung

— Visuelle Kontrolle der Kitkomponenten auf Kontamination oder Undichtigkeit; eine blaulich
gefarbte Substratlésung darf nicht mehr verwendet werden

Sind nach Testwiederholung die Bedingungen wiederum nicht erfullt, wenden Sie sich bitte an
den Hersteller.
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11. Auswertung und Interpretation

Die Auswertung des Tests kann auf drei unterschiedliche Arten durchgefuhrt werden:

1. dber die beiliegende Standardkurve
2. Uber die Wertetabelle (siehe beiliegendes Datenblatt)
3. mathematisch nach der 4-Parameter-Methode oder der a-Methode

Von allen Extinktionswerten muss vor der Auswertung der Reagenzienleerwert
abgezogen werden.

11.1. Auswertung Uber die Standardkurve

Um eine Auswertung mittels Standardkurve durchzufiihren, muss zunéchst Uber den Mittelwert
der Standardkontrolle eine Korrektur der Tagesschwankung vorgenommen werden. Aus dem
Sollwert der Standardkontrolle und dem aktuell gemessenen Wert der Kontrolle wird der
Korrekturfaktor F berechnet. Der chargenabhangige Sollwert ist auf dem beiliegenden
Datenblatt vermerkt.

_ Sollwert der Standardkontrolle
~ Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle

F

Mit dem Faktor F werden alle OD-Werte der Proben multipliziert. Mit diesen korrigierten Werten
wird dann der entsprechende U/ml-Wert in der Standardkurve abgelesen.

11.2. Auswertung Uber die Wertetabelle

Der Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle bestimmt in der Wertetabelle die Spalte mit dem
Wertebereich, der fir die aktuelle Messung gultig ist. Hierdurch wird die Tagesschwankung des
Testlaufs bertcksichtigt. Eine Anwendung des Korrekturfaktors ist deshalb nicht mehr nétig.
Innerhalb der Spalte wird der gemessene Extinktionswert der Probe dem passenden
Extinktionsbereich zugeordnet und in der zweiten Spalte von links der entsprechende Titer in
U/ml abgelesen.

Der Extinktionsmittelwert der Standardkontrolle betragt beispielsweise bei einer Messung 1,02.
In diesem Fall ist fur die Ermittlung des Ergebnisses die Spalte mit dem Bereich 1,00 bis 1,05
aus der Tabelle entscheidend.

Eine Patientenprobe mit einem Extinktionswert von 1,38 liegt dann einem Titer-Bereich von
60,1 bis 100,0 U/ml. (Die genannten Werte sind als Beispiel zu sehen und kdnnen von den
aktuellen Werten des Datenblattes abweichen.)

Die Bewertung des ermittelten Ergebnisses - positiv (+), negativ (-) oder grenzwertig (?) - ist der
ersten Spalte der Wertetabelle zu entnehmen.
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U/ml Wertebereich der Standardkontrolle
1,00 - 1,05
- < 10,0 <0,22
? 10,0 - 14,0 0,22 - 0,31
14,1 - 30,0 0,32 - 0,62
30,1 - 60,0 0,63 - 1,06 o
+ 60,1 - 100,0 1,07 - 1,42
100,21 - 200,0 1,43 - 1,81
200,1 - 400,0 1,82 - 2,05
> 400,0 > 2,05

Abb. 1. Beispiel fir eine IgG-Bestimmung
(Auszug aus einem chargenspezifischen Datenblatt)

11.3. Mathematische Auswertung

Die bendtigten Werte fur eine mathematische Auswertung nach der 4-Parameter-Methode oder
der a-Methode sind auf dem beiliegenden Datenblatt vermerkt.

11.4. Testergebnis

Tab. 4: Bewertung der ermittelten Units

19G IgM
negativ <10 U/ml <12 U/ml
grenzwertig 10 - 14 U/ml 12 - 17 U/ml
positiv > 14 U/ml > 17 U/ml

12. Grenzen der Methode

Die RIDASCREEN® Borrelia ELISA weisen 1gG- bzw. IgM-Antikdrper gegen Borrelien nach. Ein
Zusammenhang zwischen der HOhe des gemessenen Extinktionswertes und dem Auftreten
oder der Schwere klinischer Symptome kann nicht abgeleitet werden. Die erzielten Ergebnisse
sind immer in Verbindung mit dem klinischen Bild zu interpretieren.
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Der Probenpuffer enthalt Antigen von Treponema phagedenis zur Absorption kreuzreaktiver
Antikérper wie sie in der Fachliteratur fur Spirochaten beschrieben sind. Hierdurch werden
falsch positive Ergebnisse durch Reaktionen mit Antikorpern, die nicht spezifisch fir B.
burgdorferi s.I. sind, weitestgehend ausgeschlossen.

Ein negatives Ergebnis schliel3t eine bestehende Infektion nicht aus. Zu einem friihen Zeitpunkt
der Infektion kann die Antikorperbildung noch so gering sein, dass eine Untersuchung hierauf
negativ ausfallt. Frihestens 5 Tage nach einem Zeckenbiss sind im Falle einer Borrelien-
Infektion IgM-Antikdrper nachweisbar. Deshalb ist eine sehr frih nach dem Zeckenbiss
entnommene Serumprobe zum Nachweis einer frischen Infektion ungeeignet, selbst wenn im
IgG-Test ein fragliches oder positives Ergebnis vorliegt (Serumnarbe). Selbst im Stadium Il der
Erkrankung findet man bei bis zu 30% der Erkrankten keine messbaren Antikérperspiegel. Bei
bestehendem klinischen Verdacht sollte deshalb ein Folgeserum untersucht werden.

Ein positiver IgM-Befund ist ebenso wie ein deutlicher Titeranstieg bei der Untersuchung von
Serumpaaren als ein Hinweis auf eine aktive Infektion zu sehen.

Wird der ELISA zur Therapiekontrolle eingesetzt, so ist zu berucksichtigen, dass trotz
erfolgreicher Therapie deutliche Titerabfalle oft erst nach Monaten festzustellen sind. Auch IgM-
Antikorper konnen in diesem Fall persistieren.

Generell sollten bei serologischen Untersuchungen zur Verbesserung der diagnostischen
Aussage immer zwei aufeinander folgende Proben eines Patienten untersucht werden. Wichtig
fur die Interpretation eines Befundes ist der Verlauf des Titers.

Ein positives Ergebnis schlie3t die Anwesenheit anderer infektioser Erreger als Ursache fur
eine Erkrankung nicht aus.

13. Leistungsmerkmale

Tab. 5: Inter-Assay-Varianz (n=30)

Inter-Assay-Varianz 1aG IgM

oD VK oD VK
Serum 1 0,126 8,6 % 0,150 4,1 %
Serum 2 0,488 7,5 % 0,502 4,8 %
Serum 3 0,956 3,8 % 1,216 6,3 %

RIDASCREEN® Borrelia 2015-10-01 11



Tab. 6: Intra-Assay-Varianz (n=24)

Intra-Assay-Varianz 1aG laM

oD VK oD VK
Serum 1 0,143 5,3% 0,176 3,1 %
Serum 2 0,550 3,3% 0,589 2,4 %
Serum 3 1,089 3,3% 0,989 1,8%

Tab. 7: Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich zu zwei anderen, kommerziellen ELISA

n=80 19G IgM
Sensitivitat 100,0 % 100,0 %
Spezifitat 97,4 % 93,6 %

Tab. 8: Ergebnisse mit 200 untersuchten Blutspendeseren aus einem Blutspendezentrum in
Deutschland

200 Blutspendeseren IgG IgM

negativ 88,5 % 93,5 %
grenzwertig 5,5% 3,0%
positiv 6,0 % 3,5%
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