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1. Ugel pouziti

Testovaci souprava (kit) LINE Immunoblot slouzi ke kvalitativnimu prokazani B. burgdorferi sensu lato specifickych protilatek
tfidy 1gG, popfipadé tfidy IgM v lidském séru.

Vedle pouziti v sérologické diagnostice Lymeské-borreliosy je IgG Line Immunoblot vhodny pro pouziti v likvorové diagnostice
neuroboreliosy. Pro pouZiti v likvorové diagnostice si vyZzadejte zvlastni pracovni navod.

2.  Princip testu

Antigeny plavodce se prenaseji specialni rozprasovaci metodou na nitrocelulézovou membranu. Nitrocelulézova membrana
je potom rozstfihana na jednotlivé prouzky.

Inkubace nitrocelulézovych prouzkd nesoucich antigen se vzorky lidského séra/plazmy umoznuje prokazat stavajici specifické
protilatky. Po odstranéni nenavazanych protilatek promytim jsou jednotlivé nitrocelul6zové prouzky inkubovany s alkalickou
fosfatazou konjugovanou s protilatkami proti lidskym IgG popfipadé IgM. Po odstranéni nenavazaného konjugatu promytim
zviditelni se vytvofené imunokomplexy antigen-protilatka reakci se substratem, ktery plsobenim enzymu vytvafi
modrofialové zbarvené prouzky v misté lokalizace imunokomplexu. Reakce enzym-substrat se zastavi promytim
nitrocelul6zovych prouzk( destilovanou vodou / deionizovanou vodou . Podle vytvofeného spektra paskd na membrang,
odpovidajicich jednotlivym antigenim Ize usuzovat na pfitomnost specifickych protilatek tfidy IgG popfipadé IgM proti t€mto
antigentm.

3. Obsah baleni

3.1 Souprava pro 32 analyz
1. 1gG popr. IgM Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené fdlii,
setfidéné v sesitku, pfipravené k pouZiti 1x 32 prouzkl
2.  Kontrola hraniéni (cutoff) IgG popf. IgM, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostfedkem a Tris 2x 50 ml
4. Konjugat alkalicka fosfataza konjugovana s kozi protilatkou
proti lidskym IgG nebo IgM (100 x konc.)s konzerva¢nim prostfedkem 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6. Protokolovaci list k zaznamim a archivovani vysledku 1x 1 kus
3.2 Souprava pro 96 analyz
1. 1gG popr. IgM Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené folii,
setfidéné v sesitku, pfipravené k pouZiti 3x 32 prouzkl
2.  Kontrola hranicni (cutoff) IgG popfr. IgM, lidské sérum, pfedem zfedény 2x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostfedkem a Tris 4x 50 ml
4. Konjugat alkalicka fosfataza konjugovana s kozi protilatkou
proti lidskym IgG nebo IgM (100 x konc.)s konzerva¢nim prostfedkem 3x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 3x 57 ml
6. Protokolovaci list k zaznamim a archivovani vysledku 3x 1 kus

K dodéni na vyzadani:
IgG, popf. IgM- pozitivni kontrola, lidské sérum, pfedem zifedény, 0,5 ml.

Vyhidnoceni pozitivni pruhy > pruhy Cut off mizete zjistit z certifikatu, ktery je souc¢asti dodavky.
(obj.-¢.: IgG: WE222P60 / WE223P60 , popf. IgM: WE222P80)

IgG/IgM- negativni kontrola, lidské sérum, pfedem zfedény, 0,5 ml.
Negativni kontrola nezobrazuje zadné pruhy, resp. zadné vyhodnoceni relevantni pruhy > pruhy Cut off.

(obj.-&.: IgG/IgM: WE222N10 popt. WE223N60)

4. Prechovavani a upotiebitelnost testovacich souprav a reagencii

Testovaci soupravu pfechovavejte pfi 2 az 8°C. Upotfebitelnost jednotlivych sloZek je vyznacena na jejich Stitcich,
upotfebitelnost soupravy”(datum expirace- viz pfislusny certifikat o kontrole kvality.
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Jednotlivé reagencie nenechte zmrznout a nevystavujte je vysokym teplotam.
Reagencie nepouzivejte po uplynuti jejich data upotrebitelnosti.

Neponechavejte reagencie na pfimém svétle.

Roztok substratu BCIP/ NBT je citlivy na svétlo a musi byt pfechovavan ve tmé..

ok 0bd =~

Nitrocelulozové testovaci prouzky po vyjmuti ze sacku ihned pouzijte. Sacek se zbylymi prouzky opét pevné
uzaviete a prfechovaveijte pri teploté 2 az 8°C. K archivaci vysledkt by mély byt nitrocelul6zové testovaci prouzky
bezpodmine&né chranény pred pfimym slunecnim svétlem, aby se zabranilo jejich vyblednuti.

Material Stav Skladovani Stabilita
zkuSebni vzorky nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
. N N +2 az +8°C (skladovani L
testovaci prouzky po otevieni o . . o x 3 mésice
v sou€asné dodaném sacku)
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
konjugat
zfedény +2 az +8°C cca 6 hod
substrat po otevreni *2az+8 Cv(chrante pred 3 mésice
svétlem)
I +2 az +8°C (chrarite pred .
po otevreni " 3 mésice
svétlem)
. po zfedéni (pfipraveny < Lqo .
praci roztok k pouziti) +2 az +8°C 4 tydny
po zfedéni (pfipraveny k L ,
bouzith) nebo pokojova teplota 2 tydny

5. Preventivni opatfeni a varovna upozornéni

1. Jako kontrolni séra jsou vyuzivana pouze séra, ktera byla testovana a shledana negativni na protilatky proti HIV1/2 a
HCV a na povrchovy antigen HBsAg viru hepatitidy B.. Pfesto by méla byt kontrolni séra, vzorky, zfedéné vzorky,
konjugaty a nitro-celulézové testovaci prouzky povazovana za potencialné infekéni material a mélo by s nimi byt jako s
takovymi zachazeno. Plati pfisluSné smérnice pro prace v laboratofich..

2. P¥i provadéni immunoblotu je tfeba pouzivat jednorazové rukavice a pinzetu z umélé hmoty.

3. Likvidace pouzitého materialu se uskutecriuje podle specifickych smérnic platnych v konkrétni zemi pouziti.

4. Inkubaéni vanicky jsou vyrobcem koncipovany pouze pro jedno pouziti. Vicenasobné pouziti téchto inkubacnich vani¢ek
je na zodpovédnosti uzivatele. PFi event. vicenasobném pouziti doporu€ujeme inkubacéni vanicky po pouziti nékolik hodin
dezinfikovat v 1% roztoku chlornanu sodného, potom vycistit a dikladné vyplachnout vodou z vodovodu a
destilovanou/demineralizovanou vodou.

6. Dodate¢né potiebny material (neni dodavan souc¢asné)

Inkubaéni vani¢ky (v pfipadé potfeby Ize objednat pod objednacim ¢islem WE300.08)
Vertikalni tfepacka, pfipadné s naklapénim (ne rotacni!)

Promyvaci lahev

Pipeta nebo ruéni promyvacka

Mikropipety 5 pl - 1500 pl

Spicky mikropipet

Zkumavky na vzorky objemu 2 -20 ml

Pinzeta z umélé hmoty

Destilovana voda nebo deionizovana voda

Filtracni papir

© © o NOOAWN-=

-

7.  VySetfovany material

Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni dulezity druh antikoagulancii), i kdyz v tomto pfibalovém
letaku je zminéno pouze sérum. Pro pouziti likvoru, viz zvlastni navod k pouziti Liquor LINE.
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8. Provedeni testu

Presné dodrzovani pracovniho kédu je predpokladem pro ziskani spravnych vysledka.

8.1 Priprava vzork

1. Na vzorek pacienta je zapotfebi 15 pl séra nebo plazmy. Pfi zpracovani likvoru/séra je tfeba pouzit zvlastni, individualné
vypoctené zfedéni likvidu/séra na tfidu Ig (viz navod k pouziti Liquor LINE).

2. Vzorky krve by mély byt odebirany asepticky venepunkci. Po UpIné koagulaci je tfeba sérum oddélit (u plazmy odpada).
Pro del$i pfechovavani musi byt séra zmrazena na - 20°C.

3. Séra se nesmi opakovan & zmrazovat a rozmrazovat.

4.  Séra, ktera byla tepelné inaktivovana nebo jsou lipémicky, hemolyticky nebo mikrobialné kontaminovana mohou vést
k chybnym vysledkiim a neméla by byt proto pouzivana.

5.  Nepouzivejte zakalena séra (zejména po roztani pokud byla zmrazend), popfipadé se zakal odstrani centrifugovani (5
minut pfi 1000 x g), €iry supernatant odpipetujte a pouZijte pfi testu.

8.2 Priprava reagencii

1. Kadaptaci na laboratorni praxi Ize pouZzit vSechna &inidla LINE a EcoBlot v jednom testovacim cyklu se stejnymi ¢asy
inkubace a komponenty rdznych parametr( z riznych $arzi. Cut off kontroly se provadéji podle parametrd a $arze.

2. Pred zfedovanim koncentrovanych reagencii se musi vytemperovat na teplotu mistnosti. PouzZivejte pouze
destilovanou vodu / deionizovanou vodu vysokeé kvality a pracujte pfi teploté mistnosti.

3. ZFfedéné roztoky pfed pouzitim dobfe promichejte.

4. Zredovaci/ promyvaci pufr
Redici roztok/promyvaci pufr je k dispozici v 10ti nasobné koncentraci. Redici roztok/promyvaci pufr se fedi v poméru
1:10 destilovanou nebo deionizovanou vodou (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90ml/450mi/900ml A. dest./deioniz.),
dobfe promichat.
Koncentrovany i nafedény fedici/promyvaci pufr mGze vykazovat zluté zabareveni. Toto Zluté zabarveni vSak nema
zadny vliv na trvanlivost a funkénost fediciho/promyvaciho pufru ani na diagnostickou vypovidaci schopnost
provadéného testu.

5. Konjugat IgG popf. IgM
Konjugat 1 + 100 nafedte finalné zfedénym zfedovacim / promyvacim pufrem a dobfe promichejte. Na kazdy vzorek je
zapotfebi 1,5 ml nafedéného roztoku konjugatu. Viz tabulku ke zfedovani konjugatu (bod: ,Schéma prabéhu testu®).

6. Roztok substratu
Roztok substratu je dodavan pfimo k pouziti..

8.3 Provedeni testu Imunoblot

Pozor : Nitrocelul6zové testovaci prouzky sméji byt testovany pouze ve schvalené (povolené) tridy Ig
(viz etiketu na seSitku Blot a oznaceni na kazdém jednotlivém testovacim prouzku).

Pro spravné provedeni a posouzeni Borrelia in vivo LINE musi byt pfi kazdém testu sou¢asné
provedena Cut off kontrola odpovidajici parametram a $arzi.

Pro spolehlivou diagnostiku borrelii by mél byt v testu LINE
proveden prukaz protilatek tridy IgG a IgM

1.  Test se provadi pfi teploté mistnosti.

2. Pro kazdy vzorek vlozte po jednom prouzku do zlabku cisté inkubacni vanicky. Prouzkd se pokud mozno dotykejte pouze
na oznac¢eném hornim konci.

3. Napipetujte 1,5 ml zfed'ovaci / promyvaci pufr a vlozte na tfepacku.. Dbejte na to, aby nitrocelul6zové testovaci
prouzky byly kapalinou pokryty stejnomérné. Prouzky nesméji béhem celého provadéni testu oschnout.

4.  Zesilené nitrocelul6zové testovaci prouzky se béhem minuty zcela navlhéi a mohou byt inkubovany v poloze zadni
stranou dold, predni stranou dol(i nebo v poloze na strané.
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5. Na kazdych 15ul séra/plazmy pacienta Ci 100ul pozitivni / negativni kontroly Cut off pipetujte, pokud mozno na
hornim, oznaceném konci prouzku. Pacientovo sérum a kontrolu nechte 30 minut inkubovat na tfepacce.. P¥i pipetovani
a nasledujicim odsavani dbejte na to, aby nedoslo k vzajemné kontaminaci ostatnich vzorka.

6. Zcela odsajte kapalinu ze Zlabkd nebo opatrné odlijte. Pfi odlévani kapaliny zdstanou nitrocelul6zové testovaci prouzky
ulpélé na dné zlabkl. Zbylou kapalinu odkapejte na filtracni papir.

7. Prouzky se promyji 3 x 5 minut 1,5 ml z nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufr vzdy
kompletné odsajte nebo odlijte. Pfed ukoncenim posledniho promyti pfipravte potfebné mnozstvi Cerstvého zfedéného
konjugatu (viz tabulka).

8.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze zlabku (viz bod 6).

9. Napipetujte 1,5 ml zfedéného konjugatu do Zlabkl s prouzy a inkubujte 30 minut na tfepacce .

10.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze Zlabka.

11. Prouzky se promyji 3 x 5 minut 1,5 ml z nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufr vzdy
kompletné odsajte nebo odlijte . Dale promyvejte 1 x 1 minutu destilovanou / deionizovanou vodou.

12.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze Zlabku (viz bod 6).

13. Napipetujte 1,5 ml substratu do Zlabkd a nechte vyvijet zbarveni na trepacéce 10+ 3 minut.

14.  Zastavte vyvoj barvy odlitim roztoku substratu. Dale promyjte prouzky bez meziinkubace 3 x vzdy 1,5 ml destilované
nebo deionizované vody.

15.  Odlijte destilovanou nebo deionizovanou vodu a nechte prouzky oschnout na €istém filtracnim papife. Zabarveni pozadi,
které Ize pozorovat u vlhkych nitrocelulézovych testovacich prouzkd, se u oschlych prouzk( zcela ztraci. Zesilené
nitrocelul6zové testovaci prouzky vyzaduji v porovnani s obvyklymi nitrocelul6zovymi testovacimi prouzky trochu vice
¢asu, nez oschnou.

16. Pro vyhodnoceni pouziveijte pfipojeny vyhodnocovaci protokol. Popis jednotlivych prouzki na protokolu a pfimo na
NC Vam usnadni vyhodnoceni vzork( pacientd.

iSchéma provedeni testu viz posledni stranku]

8.4 Pouziti analyzatorti Imunoblot
Pro automatické zpracovani Blot a LINE jsou schvaleny tyto pfistroje: Apollo a Profiblot. V zasadé jsou vhodné vSechny
automaty Blot obvyklé na trhu.

9. Vyhodnoceni testu

Je spolehlivému vyhodnoceni je kazdy z prouzkd LINE vybaven dvéma kontrolami :
1. kontrolou séra

Pouze po inkubaci se sérem pacienta se pod oznacovaci linii objevi pruh inkubace séra.
2. kontrolou konjugatu

Pasek LINE je vybaven kontrolnim pasem konjugatu, ktery se zobrazi po inkubaci s odpovidajicim konjugatem.
Provedeni testu je platné, pokud je na vyvolanych nitrocelul6zovych prouZcich zfetelné rozeznatelna jak kontrola séra tak i
interni kontrola konjugatu.
Polohu kontrolniho pasku séra a konjugatu najdete na protokolu..

9.1 Vyhodnoceni vzorkd pacientt
Polohu a oznaceni reakénich pruhu zjistite v protokolovacim listu.
pruhy IgM: OspC, VIsE-Mix, p39 a jeden pruh EBV k vylu€ovaci diagnostice
pruhy IgG: VIsE-Mix, p39, p83/100, (iv1), (iv2), (iv3), (iv4) a pruhy TpN17 k vyluc¢ovaci diagnostice (jen u WE 223G)

9.2 Pouziti hrani¢ni kontroly Cut off
Pruhy, jejichz intenzita je slabsi nez pruhu/G Cut off kontroly Cut off, nejsou do hodnoceni zahrnovany.
Pruhy IgM Cut off: OspC
Pruhy IgG Cut off: VIsE-Mix
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9.3

Vyznam antigent

Soupis pouzitych vysoce ocisténych (OspC) a rekombinantnich antigent (VISE, p83/100, p39, BBA36, BBO323, Crasp3 a pG)
Borrelia burgdorferi, antigen EBV-Viral Capsid antigen gp125 a antigen TpN17. Smés VISE-Mix se sklada ze dvou
rekombinantnich antigent genospeciés Borrelia burgdorferi s. s. a Borrelia garinii.

Antigen/ Vyznam antigent Specificnost Pavodni
Charakteristika protilatek v kmeny/Cisténi
LINII
OspC (p23), Outer surface-protein C. Plasmidem kédovany lipoprotein (6, 22, Specificky B. afzelii PKo
purifikovany 26, 28). Dulezity marker ¢asnych projevl lymeské boreliézy v (3, 8,22, 28, (pdvodné izolovan
. sérologii IgM (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). 30, 31, 32) z lidskych lézi
nativni antigen . e . ;
Biologicky vyznam: erythema migrans
B. burgdorferi s. |. zfejmé potfebuje OspC pro UspéSnou pocatecni v Némecku) /
infekci savéiho hostitele (46, 47, 48, 49). Spirochety exprimujici purifikovano
OspC v krevni moucce v klistéti a Casné fazi infekce sav&iho preparativni SDS-
hostitele (46). Po pfedani spirochet savci je exprese OspC opét Page
down-regulovana. Pro pretrvavajici infekci se lipoprotein nezda byt
nezbytny (47, 47). Tilly a kol. se domnivaji, ze OspC v ¢asné fazi
infekce sav€iho hostitele zabrariuji fagocytéze spirochet (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. In vivo exprimovany B. Specificky B. burgdorferi B31
rekombinantni burgdorferi lipoprotein, ktery vykazuje konzervované, genospecie (pGvodné od
urcujici, vysoce imunogenni epitopy. V sérologii IgM budou infikovaného
pozorovany reaktivity proti VISE, zejména u sér od pacientl s klistéte
¢asnym stadiem lymeské boreliézy. V sérologii IgG budou izolovaného na
pozorovany reaktivity proti VISE, u sér od pacient(i s ¢asnym a ostrové Shelter
pokrocilym stadiem lymeské boreliézy. VISE plsobi v sérologii IgG Island, N.Y.), B.
jako marker prekryvajiciho stadia onemocnéni lymeské borelidzy. garinii IP90
VISE je antigen 35 kDa kédovany na 1p28-1 (2). (pGvodné od
Biologicky vyznam: infikovaného
B. burgdorferi s.|. mize pretrvavat v infikovanych kojencich i pfes klistéte
aktivni imunitni odpovéd. Predpoklada se, ze kombinaéni antigenni izolovaného
variace povrchového proteinu VISE - jako mechanizmu ,immune Rusku) /
escape” - pfispiva k této perzistenci (51, 52, 53).
Purifikovéano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
p39 (BmpA), Borelialni membranovy protein A. Chromozomalni kédovany (6, Vysoce B. afzelii PKo
rekombinantni 19), centralni marker v sérologii IgG pro diseminované infekce specifické (pGvodné izolovan
lymeské boreliézy (4, 8, 18). (4,5,6, 8,14, | zlidskych lézi
Proteiny Bmp jsou lipoproteiny s neznamou funkci. 15, 18, 31, 32) | erythema migrans
v Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
p83/100, Chromozomalni kédovany, protoplazmaticky cylindr asociovany Vysoce B. afzelii PKo
rekombinantni antigen (12, 13), ktery se udrzuje uvnitf B. burgdorferi s. 1. (17). specifické (pGvodné izolovan
Centralni marker v sérologii IgG pro pokrocilé lymeské borrelidézy (3,5, 8,22,24,| zlidskych lézi
(8, 24, 29). 29, 31) erythema migrans

v Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie)
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BBA36 In vivo antigen B. burgdorferi 22 kDa kodovany na Ip54. BBA36 Vysoce B. afzelii MMS
(iv1),, vykazuje konzervované, genospecie uréujici, vysoce imunogenni specifické (pGvodné izolovan
rekombinantni epitopy. BBA36 je dulezity marker pro pokrocilé lymeské boreliozy z infikovaného
(diseminované infekce) v sérologii IgG (10). klistéte v
Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
BBO323 In vivo exprimovany antigen B. burgdorferi 42 kDa kédovany Specificky B. burgdorferi ZS7
(iv2)", chromozomalné. BBO323 vykazuje konzervované, genospecie (pGvodné izolovan
. . uréujici, vysoce imunogenni epitopy. BBB323 je dulezity marker pro z infikovaného
rekombinantni | ol lymeské boreliszy (diseminované infekce) v sérologil IgG. Klistéte v
(54) Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
Crasp3 Complement regulator-aquiring surface protein3. In vivo Vysoce B. burgdorferi ZS7
(iv3)", exprimO\{any povrchovy antigen B. burgdorferi 21 kDa kédovany na| specifické (pGvodné izolovan
rekombinantni cp32-8. Clen rodiny Erp. Dulezity marker pro pokrocilé lymeské z infikovaného
boreliézy (diseminované infekce) v sérologii IgG. Crasp3 podporuje klistéte v
rezistenci komplementu (11, 54). Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
pG In vivo antigen B. burgdorferi 22 kDa kédovany na cp32-3. Clen Vysoce B. burgdorferi ZS7/
(iva)*, quiny .Erp. Dl‘i}lgi}it)’:(me))rker’prcl) p.c‘)lircgziﬁgmeské boreliézy specifické (B Dafzgliivl\‘/IMIS ’
. . iseminované infekce) v sérologii . Gvodné izolovan
rekombinantni i’ zpinfikovaného
klistéte v
Némecku) /
purifikovano z E.
coli za pouziti Ni-
NTA afinitni
chromatografie
EBV Dominantni imunitni vir Epsteina-Barrové ,Virus Capsid Antigen*® Vysoce Purifikace gp125 se|
VCA-gp125 (V|rov.y kapfldoyy a'\ntlgc;en).. Protllta\tky IgM proti VCA gp125 zmizi specificky provadi z lyzatu
zpravidla nékolik tydn( po infekci EBV. marker v , N
. . celych bunék
sérologii IgM- J
pro primarni (lidské burky
infekce EBV infikované EBV)

pomoci afinitni
chromatografie za
pouziti
monoklonalni
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protilatky anti-

85125
Treponema Marker pro primarni, sekundarni a latentni syfilis vysoce Treponema
pallidum specifické pro | pallidum/
TON17 vSechny faze Purifikovano z E.

. . infekce coli za pouZziti Ni-

rekombinantni NTA afinitni
(pouze u chromatografie
WE223G)

*(iv1-4) = in vivo (iv) exprimované antigeny

9.4 Kritéria vyhodnoceni
Interpretace sérologickych vysledkt by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologické Udaje a dal$i laboratorni nélezy,
které jsou k dispozici.

Doporucené celkové posouzeni (IgM + IgG) borrelialnich antigent
K bezpecné diagnostice infekce Borrelie by méla byt LINE realizovana v IgG a IgM a tyto spole¢né hodnoceny.

Jako pozitivni jsou vyhodnocovany pouze pruhy, jejichz intenzita je > nez intenzita pruhti Cut off.

Pasek(pasky) vyskytujici se v IigM Pasek(pasky) vyskytujici se v IgG Posouzeni

Bez paskl event. < Cut off pasek
Bez paskll event. < Cut off pasek | nebo nebo Negativni

119G péasek (kromé VIsE)

1 IgM pasek (kromé OspC) nebo VISE IgG pasek Hraniéni

OspC IgM pasek

nebo nebo > 219G pasky Pozitivni
> 2 IgM pasky
1 IgM pasek a 119G pasek Pozitivni (*)

(*) Konstelace pasku v fadku se Sedym pozadim ukazuje kombinaci jen jednoho pasku v IgM plus jednoho pasku v IgG, ktery
je nutno v souhrnném posuzovani (IgM+1gG) hodnotit jako pozitivni.

Doporucené posuzovani pfi pozitivnim EBV-gp125 v sérologii IgM

V ramci primatni infekce viry EBV mize z divodu polyklonalni stimulace bunék B dochazet k reakcim protilatek proti antigeniim
Borrelia burgdorferi (55). Z toho muze vyplynout nespravny pozitivni nalez lymské borreliézy. Aby byly takovéto nespravné
diagnézy minimalizovany, obsahuje test VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot antigen Epstein Barr Viral Capsid
gp125. Reaguiji-li v serologii IgM a/nebo IgG kromé antigent borélie i gp125 s intenzitou > pruhy IgM cut-off, mél by se pro
jistotu provéfit cely status EBV séra (napf. pomoci VIROTECH EBV IgG LINE Immunobilot; obj.¢.: WE102G32/96 a VIROTECH
EBV IgM LINE Immunoblot: WE102M32/96).

Pruhy EBV-gp125 nejsou schvaleny pro pouziti likvorové diagnostice.

Doporucené posuzovani pruhti TpN17

Treponema pallidum Antigenové pruhy TpN17 (pouze u WE223G)

PFi sérové diagnostice lymské borelidzy jsou pozorovany kfizové reakce s jinymi mikroogranismy. DuleZitou roli pfitom
zaujimaji virové infekce Herpes (zejména EBV) jakoz i bakterialné podminéna onemocnéni jako napf. syfilis. Lymska boreliéza

Seite 9 von 14 REV 33
VIROTECH Borrelia in vivo IgG/IgM LINE Immunoblot CZ Freigabedatum: 18.09.2024 11:21



9.5

MiQ12/2000 doporucuje: ,Pfi meznich hodnotach nebo pozitivnim orientaénim testu poznamka: serologie lymské boreliézy)
ma byt proveden orientacni test Lues (napf. TPHA), aby se vyloucily chybné pozitivni nalezy na zakladé kfizové reagujicich
protilatek proti treponemdm.”

Pruhy TpN17 slouzi k rozpoznani chybné meznich/pozitivnich vysledk( v sérové diagnostice lymské boreliézy skrze kfizové
reagujici protilatky na zakladé infekce treponema pallidum (syfilis).

Reaguje-li pfi VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 I1gG LINE Immunoblot pruh TpN17 > pruh IgG cut-off a souasné antigeny
borélie v IgM a/nebo v IgG, mél by se pro jistotu provéfit kompletni status syfilis séra (napf. pomoci VIROTECH Treponema
pallidum IgG LINE Immunoblot obj.¢.: WE150G16/32 a VIROTECH Treponema pallidum IgM LINE Immunoblot obj.¢.:
WE150M16/32).

Bezpodmineéné je tfeba dbat na toto:

a. Pruh TpN-17 nemuze ohledné senzitivity a specificnost nahradit kompletni diferencialni diagnézu syfilis.

b. Negativni antigenovy pruh TpN17 v zasadé nevyluCuje moznost existence protilatek proti treponema
pallidum.

c. Pozitivni vysledek antigenového pruhu TpN17 musi byt zajiStén vhodnym potvrzujicim testem
treponema pallidum (napf.: VIROTECH WE150).

d. Pruh TpN-17 neni schvalen pro pouziti v likvorové diagnostice.

Typické konstelace nalezu

Poradi antigenu na testovacich prouZzcich testu Borrelia in vivo LINE bylo zvoleno tak, aby se antigeny (napfiklad: OspC, VISE-
IgM, VISE-IgG), které preferované reaguji s protilatkami pacientt s ¢asnymi lymskymi borreliézami, nachazely v horni ¢asti
prouzkl (blizko oznaCovacich ¢&ar). Antigeny (napfiklad p83, BBA36, BBO323, Crasp3, pG), které preferované reaguji s
protilatkami pacientd s pokro€ilymi stadii lymské borreliézy, se nachazeji ve spodni ¢asti testovaciho prouzku (vzdalené od
oznacovacich ¢ar). Tim poskytuje jiz opticky dojem rozdéleni pruhd na prouzku upozornéni na stadium infekce (od ¢asné
lymské borreliézy k pozdni lymské borreliéze).

Priklady ¢astych konstalacich pruht pfi rdznych stadiich infekce:

Stadium borreliézy Sérologie tridy IgM Sérologie tridy IgG
OspC VIsE
. 3 3 VIsE VIsE
¢asné lymské
. p39 VIsE
borreliézy .
> 2 pruhy zadny pruh nebo VISE
OspC zadny pruh
roztrouSené Muze dojit k vyskytu VISE a p39
lymské zadného az vSech pruhl
L. 2 pruhy
borreliézy IgM.
Pruhy IgM ustupuji S pokracuijici infekci se zpravidla vyskytuje
pokrogilé pfibyvajici mérou do stale vice pruhll IgG v rdznych kombinacich.
lymské pozadi. p39, p83, VIsE, iv1-4 (BBA36, BBO323,
borreliézy Crasp3 apG)

Omezeni testu
1. Negativni vysledek blotu zcela nevylu€uje moznost infekce B. burgdorferi s.I. Vzorek mohl byt odebran pfed vznikem
protilatek nebo titr protilatek lezi pod prukazni hranici tohoto testu.
2. Léceni pacientll antibiotiky v ¢asném stadiu onemocnéni (35, 37) mize vést k potlaceni imunitni odpovédi, takze
nemohou byt testem prokazany zadné protilatky specifické proti B. burgdorferi.

Seite 10 von 14 REV 33
VIROTECH Borrelia in vivo IgG/IgM LINE Immunoblot CZ Freigabedatum: 18.09.2024 11:21



KFiZova reakce mezi borréliemi a jinymi spirochetami mdze vyvolavat vznik pruhd asociovanych s borréliemi, coz mize
mit za nasledek nespravné pozitivni vysledek. Séra pacientt naptiklad s nasledujicimi infekcemi mohou reagovat
kfizovymi reakcemi: syfilis (Treponema pallidum), frambézie (Treponema pertenue), rekurentni (navratna) horecka
(Borrelia spez.), leptospirdzy (Leptospiren spez.) (38). Pravé tak muze dochazet ke kfizovym reakcim u herpetickych vir(i
(HSV, CMV, parvovirus) (viz 34, 39). Projevi-li se u VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 LINE Immunoblot (WE223G)
vedle reaktivit proti antigeniim lymskeé boreliézy také reaktivita proti antigenu TpN17, je tfeba pfihlédnout k upozornénim
uvedenym v bodé 9.4 (Doporucené posuzovani pruhd TpN17).

V rédmci primarni infekce viry EBV muze z divodu polyklonalni stimulace bunék B dochazet k reakcim protilatek proti
antigentm Borrelia burgdorferi sensu lato (34, 39). Projevi-li se u VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot vedle
reaktivit IgM a/nebo IgG proti antigentim borilie také reaktivita proti EBV-gp125, musi byt pomoci diferencialni
diagnostiky vylou¢ena mononukledza.

V malo éetnych pfipadech mohou séra pacientd vykazovat “inverzni” pruhy (tmavé pozadi, bilé pruhy); tyto nemohou
byt vyvhodnocovany, to znamena, Ze test Immunoblot nelze v téchto pfipadech vyhodnotit. Sérum by mélo byt vysetfeno
jinymi sérologickymi metodami.
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11. Schéma provedeni testu

Provedeni testu

inkubace vzork( 30 minut 15 pl séra/plazmy pacienta / 100 pl kontrola
v 1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru

promyvani 3 x 5 minut 1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru

inkubace s konjugatem 30 minut 1,5 ml p zfedéného konjugatu (1 + 100 )

promyvani 3 x 5 minut 1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru

1 x 1 minuta destilovanou / deionizovanou vodou
inkubace se substratem 10 £ 3 minut 1,5 ml roztoku substratu
zastaveni vyvoje barvy 3 x bez meziinkubace 1,5 ml destilované / deionizované vody

Tabulka fedéni konjugatu : (zaokrouhlené)

pocet prouzku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ztedovaci /promyvacipufr | | 5 15600 | a5m | 60m | 75m | 9.0m | 11.0m | 12,0mi | 14.0ml | 150mi

Koncentrovany konjugat | 15 |30, |45 |eow | 750 | oou 110pl | 120ul | 14041 | 150p1

konecny objem 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11mi | 12,12ml | 14,14mi | 15,15m!

pocet prouzki 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

zredovaci / promyvaci pufr | 17 o | 15 0mi | 20,0ml | 21,0mi | 23.0ml | 24.0mi | 26,0ml | 27.0mi | 29.0ml | 30,0mi

Koncentrovany konjugat | 174 | 150, | 2004 | 2104 | 230ul | 240u | 260u | 270u | 2904 | 300ui

konecny objem 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26mI | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml

pocet prouzku 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

zted'ovaci / promyvaci pufr | o, o\ | 33 61 | 35.0ml | 36,0ml | 38.0ml | 39.0mi | 41.0ml | 42,0mi | 44.0ml | 45.0mi

Koncentrovany konjugat | 54 | 3304 |350ul | 360u | 380ul | 390u | 41041 | 420u | 4404 | 450u

konecny objem 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45ml

pocet prouzki 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

ztedovaci / promyvaci pufr | ;o | 45 0mi | 50,0ml | 51,0mi | 53,0ml | 54,0mi | 56,0ml | 57,0mi | 59.0m | 60,0mi

Koncentrovany konjugat | ;76 | 4804 | 5004 | 510u | 5304 | 5404 | 5601 | 570u | 59041 | 600ul

konecny objem

47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml| 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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