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1.  Verwendungszweck

LINE Immunoblot Testkit zum qualitativen Nachweis von B. burgdorferi sensu lato spezifischen IgG- bzw. IgM- Antikérpern im
Humanserum.

Neben der Verwendung in der Serodiagnostik der Lyme-Borreliose ist der IgG Line Immunobilot fiir den Einsatz in der Liquor-
diagnostik der Neuroborreliose geeignet. Fir die Verwendung in der Liquordiagnostik bitte separate Arbeitsanleitung anfor-
dern.

2. Diagnostische Bedeutung

Die Lyme-Borreliose ist eine systemische Erkrankung, die durch eine Infektion mit der Spirochate Borrelia burgdorferi hervor-
gerufen wird (40, 41). Die Ubertragung der Spirochéte auf den Menschen erfolgt durch den Stich einer infizierten Zecke. In
Europa wurde die Zecke Ixodes ricinus als der Hauptvektor (25) identifiziert. Momentan sind fir Europa folgende humanpa-
thogene Borrelia burgdorferi Species beschrieben, die unter dem Begriff Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) zusammengefal3t
werden: Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia spielmanii und Borrelia bavariensis (23, 25,
27,42, 43, 44).

Bei der Lyme-Borreliose handelt es sich um eine in Stadien ablaufende Multisystemerkrankung mit vorwiegender Beteiligung
der Haut, der Gelenke und des Nervensystems. Wegen der groRen Spannweite der auftretenden klinischen Manifestationen,
ist die Diagnose der Lyme-Borreliose schwierig (25). Differentialdiagnostisch bedeutsam ist u.a. die Abgrenzung gegeniber
verschiedenen dermatologischen (z.B.: B-Zell-Lymphom der Haut, Lupus erythematodes), neurologischen (z.B.: Multiple Skle-
rose) und internistischen (z.B.: Arthritis, Karditis) Erkrankungen (33).

Die serologische Diagnostik der Lyme-Borreliose wird u.a. durch folgende Faktoren erschwert:

. eine negative Serologie schliel3t — besonders in den friihen Stadien — eine Lyme-Borreliose nicht aus.

. die Bildung von IgM-Antikérper kann ganz ausbleiben.

. IgM-Antikérper kénnen Uber viele Monate persisitieren (21, 36).

. IgG-Antikorper kdnnen auch Jahre nach einer klinischen Remission noch nachweisbar sein (21, 36).

. es wurden Kreuzreaktionen mit anderen Mikroorganismen beobachtet (34, 35). Eine wichtige Rolle nehmen dabei bak-
teriell bedingte Erkrankungen wie Syphilis sowie Herpes-Virus-Infektionen (insbesondere EBV) ein (39). Falsch positive
Antikérperantworten kdnnen auch bei Vorhandensein von Autoimmun-Antikérpern auftreten (34).

Die Aufgabe der Lyme-Borreliose-Serologie besteht in der unterstiitzenden Abklarung eines klinisch begriindeten Verdachts.
Dabei kann die Lyme-Borreliose-Serologie wichtige Informationen iber Seronegativitat liefern oder den Verdacht auf das Vor-
liegen einer frischen Infektion sowie einer fortgeschrittenen Infektion erharten. Ein positiver Antikrperbefund muss aber un-
bedingt im Zusammenhang mit dem klinischen Bild beurteilt werden (20).

Es wird empfohlen (nach MIQ 12/2000 und DIN 58969-44 Juli 2005), die Lyme-Borreliose-Serologie in zwei Stufen durchzu-
fihren (7, 45). In der ersten Stufe werden die zu untersuchenden Proben mit einem sensitiven Suchtest befundet (die
MiQ12/2000 empfiehlt als Suchtest einen ELISA einzusetzen). Grenzwertige und positive Seren werden anschlieRend in einem
Bestatigungstest (Line Immunoblot/Western Blot) weiter untersucht. Die Analyse im Line Immunoblot/Western Blot ermdglicht
die spezifische Analyse der gegen einzelne Erregerantigene gerichteten Antikdrperantwort.

3. Testprinzip

Erreger-Antigene werden durch ein spezielles Spriihverfahren auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Nitrozellulose-
membran wird dann in Einzelstreifen geschnitten.

Die Inkubation der antigentragenden Nitrozellulosestreifen mit Humanserum/-plasma-Proben erlaubt den Nachweis vorhan-
dener spezifischer Antikorper. Diese Antikdrper bilden Immunkomplexe mit dem auf den Teststreifen fixierten Antigenen. Nach
Entfernung der nicht gebundenen Antikérper durch Waschschritte, werden die einzelnen Nitrozellulosestreifen mit alkalischer
Phosphatase konjugierten anti-human IgG- bzw. IgM- Antikérpern inkubiert. Nachdem nicht gebundene konjugierte Antikorper
durch einen weiteren Waschschritt entfernt wurden, erfolgt die Sichtbarmachung der Antigen/Antikérper-Komplexe (der ge-
bundenen Antikérper) durch die Zugabe eines ungefarbten Substrates, welches bei seiner enzymatischen Umsetzung blau-
violette Banden (“Antigen-Banden”) erzeugt. Die Enzym/Substrat-Reaktion wird durch Waschen der Nitrozellulosestreifen mit
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Aqua dest./deionisiert gestoppt. Abhangig von dem beobachteten Bandenmuster kann man auf das Vorhandensein von spe-
zifischen IgG- bzw. IgM-Antikérpern schlieflen.

4. Packungsinhalt
4.1 Kit fiir 32 Bestimmungen
1. 1gG bzw. IgM Nitrozellulose Teststreifen mit aufgetragenen Antigenen,
folienverstarkt, sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 1x 32 Streifen
2. IgG bzw. IgM Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt 1x 1,0 mi
3. Verdiinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 2x 50 ml
4. 1gG- bzw. IgM- Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 1x 0,7 ml
5.  Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 1x 57 ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 1x 1 Stk.
4.2 Kit fiir 96 Bestimmungen
1. 1gG bzw. IgM Nitrozellulose Teststreifen mit aufgetragenen Antigenen,
folienverstarkt, sortiert im Heftchen, gebrauchsfertig 3x 32 Streifen
2. IgG bzw. IgM Cut off Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt 2x  1,0ml
3. Verdiinnungs-/Waschpuffer, pH 7,3 (10x konz.), mit Tris und Konservierungsmittel 4x 50 ml
4. 1gG- bzw. IgM- Konjugat (100x konz.)
Anti-Human, (Ziege)-Alkalische Phosphatase, mit Konservierungsmittel 3x 0,7ml
5.  Substrat (BCIP/NBT), gebrauchsfertig 3x 57ml
6. Auswertungsprotokollblatt zum Protokollieren und Archivieren der Ergebnisse 3x 1 Stk.

Auf Anfrage zusatzlich erhaltlich:
IgG bzw. IgM -Positive Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt, 0,5 ml.

Die positiven Banden > Cut off Bande kénnen sie dem mitgelieferten Zertifikat entnehmen.
(Best.-Nr.: IgG: WE222P60/WE223P60 bzw. IgM: WE222P80)

IgG/IgM -Negative Kontrolle, Humanserum, vorverdiinnt, 0,5 ml.
Die negative Kontrolle zeigt keine Banden bzw. keine fir die Auswertung relevanten Banden > Cut off Bande.
(Best.-Nr.: IgG/IgM: WE222N10 bzw. WE223N60)

Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-Halt-
barkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1.

a koD

Die einzelnen Reagenzien nicht einfrieren und keinen hohen Temperaturen aussetzen.
Reagenzien nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.
Lagerung der Reagenzien bei grellem Licht ist zu vermeiden.

Die BCIP/ NBT-Substratldsung ist lichtempfindlich und muss im Dunkeln aufbewahrt werden.

Nitrozellulose Teststreifen: Streifen nach der Entnahme aus dem Beutel sofort verwenden. Beutel mit den nicht bend-

tigten Streifen wieder fest verschlieRen und bei 2-8°C aufbewahren. Zur Archivierung der Ergebnisse sollten die Nitrozel-
lulose Teststreifen unbedingt vor direktem Sonnenlicht geschiitzt werden, um ein Verblassen der Banden zu vermeiden.
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Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben unverdunnt +2 bis +8°C 1 Woche
Teststreifen nach Offnen *2bis +8°C (Lagerung im mit- 3 Monate
gelieferten Beutel)
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C 3 Monate
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verdiinnt +2 bis +8°C ca. 6h
Substrat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschutzt) 3 Monate
nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschutzt) 3 Monate
Waschlosung endverdiinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +8°C 4 Wochen
endverdiinnt (gebrauchsfertig) oder Raumtemperatur 2 Wochen
6. VorsichtsmaBnahmen und Warnhinweise

1. Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-sur-
face-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten Kontrollseren, Proben, verdiinnte Proben, Konjugate und die Ni-
trozellulose Teststreifen als potentiell infektioses Material betrachtet und entsprechend sorgféltig gehandhabt werden. Es
gelten die jeweiligen Richtlinien fir Laborarbeiten.

2. Beider Durchfiihrung des Immunoblots sind Einmalhandschuhe zu tragen und eine Plastik-Pinzette zu benutzen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

4. Die Inkubationswannen sind vom Hersteller nur fur den Einmalgebrauch konzipiert. Ein mehrmaliger Gebrauch der
Inkubationswannen liegt in der Verantwortung des Anwenders. Bei evtl. Mehrfachverwendung empfehlen wir, die
Inkubationswannen nach Gebrauch mehrere Stunden in 1% Natriumhypochloritidsung zu desinfizieren, zu reinigen und
grundlich mit Leitungswasser und Aqua dest./deionisiert zu spulen.

7.  Zusatzlich bendtigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

1. Inkubationswanne (bei Bedarf erhaltlich unter Best.-Nr. WE300.08)

2. Schiittler (vertikal nicht zentrifugal)

3. Eine Spritzflasche zum Abstoppen

4. Pipette oder Handwaschgerat

5. Mikropipetten 5 pl - 1500 pl

6. Pipettenspitzen

7. Probenréhrchen (Tubes) 2-20 ml Volumen

8. Plastikpinzette

9. Aqua dest. oder deionisiert

10.  Filterpapier
8. Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt

werden, auch wenn in dieser Packungsbeilage nur Serum erwahnt ist. Fir die Verwendung von Liquor, siehe bitte separate

Liquor LINE Gebrauchsanleitung.

9. Testdurchfiihrung

Die exakte Einhaltung der Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir die Erzielung korrekter Ergebnisse.

9.1 Vorbereitung der Proben

1.

Pro Patientenprobe werden 15 ul Serum oder Plasma bendtigt. Bei der Liquor/Serumabarbeitung ist nur die geson-
derte, individuell berechnete Liquor-/ Serumverdiinnung je Ig- Klasse einzusetzen (siehe Liquor LINE Gebrauchsanlei-
tung).

2. Blutproben sollten aseptisch durch Venenpunktion entnommen werden. Nach vollstandiger Gerinnung ist das Serum ab-
zutrennen (entfallt bei Plasma). Fir eine langere Aufbewahrung missen die Seren bei -20°C eingefroren werden.

3.  Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Seren ist zu vermeiden.

4.  Seren, die hitzeinaktiviert, lipdmisch, hdmolytisch oder mikrobiell kontaminiert sind, kénnen zu verfalschten Ergebnissen
fihren und sollten daher nicht verwendet werden.

5.  Getriibte Serumproben (insbesondere nach dem Auftauen) nicht verwenden, ggf. zentrifugieren (5 min bei 1000 x g), kla-
ren Uberstand pipettieren und im Test einsetzen.
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9.2 Vorbereitung der Reagenzien

1. Zur Anpassung an die Laborroutine, kénnen alle LINEs und EcoBlots in einem Testlauf mit gleichen Inkubationszeiten
und parameter- / chargenubergreifenden Komponenten abgearbeitet werden. Die Cut off Kontrollen werden parameter-
und chargenspezifisch eingesetzt.

2. Vor Verduinnung aller Testreagenzien das jeweilige Konzentrat auf Raumtemperatur bringen. Nur Aqua dest./deionisiert
von hoher Qualitdt und Raumtemperatur verwenden.

3. Verdlinnungen vor Testansatz gut durchmischen.

4. Verdiunnungs-/Waschpuffer
Der Verdlinnungs-/ Waschpuffer liegt 10-fach konzentriert vor. Das Verdliinnungs-/ Waschpufferkonzentrat 1:10 mit de-
stilliertem oder deionisiertem Wasser verdinnen (10ml/50mlI/100ml Konzentrat + 90m|/450mI/900ml A. dest./deionisiert),
gut mischen.
Sowohl der konzentrierte als auch der verdinnte Verdiinnungs-/ Waschpuffer kénnen eventuell eine Gelbfarbung aufwei-
sen. Diese Gelbfarbung hat weder Einfluss auf die Haltbarkeit des Verdinnungs-/ Waschpuffers, noch auf die Funktiona-
litat und diagnostische Aussagekraft des Testansatzes.

5. 1gG bzw. -IgM-Konjugat
Das Konjugat 1 + 100 mit endverdinntem Verdiinnungs-/Waschpuffer verdiinnen, gut mischen. Pro Serumprobe wird
1,5ml Konjugat-Gebrauchslésung benétigt. Siehe Konjugatverdinnungstabelle (Punkt: ,Testablaufschema®).

6. Substratlosung
Die Substratlésung wird gebrauchsfertig geliefert.

9.3 Immunoblot Testdurchfiihrung

Achtung: Die Nitrozellulose Teststreifen diirfen nur in der freigegebenen Ig-Klasse getestet werden
(siehe Etikett auf dem Blotheftchen und Bezeichnung auf jedem einzelnen Teststreifen).

Fiir die korrekte Durchfiihrung und Beurteilung der Borrelia in vivo LINEs, muB bei jedem Testansatz
eine parameter- und chargenspezifische Cut off Kontrolle mitgefiihrt werden.

Fiir eine sichere Borrelien Diagnostik sollte der LINE im IgG und IgM durchgefiihrt werden.

1.  Die Testdurchfiihrung erfolgt bei Raumtemperatur.

2. Fir jede Probe je 1 Streifen in die Rinne einer sauberen Inkubationswanne legen. Streifen moglichst nur am markierten
oberen Ende anfassen.

3. Je 1,5ml gebrauchsfertigen Verdiinnungs-/Waschpuffer pipettieren und auf den Schiittler stellen. Darauf achten, dass
die Nitrozellulose Teststreifen gleichmafig mit Flissigkeit bedeckt sind, die Streifen diirfen wahrend der gesamten Test-
durchflihrung nicht trocknen.

4. Die verstarkten Nitrozellulose Teststreifen sind innerhalb einer Minute vollstéandig befeuchtet und kénnen in Ricken-,
Bauch- oder Seitenlage inkubiert werden.

5. Je 15yl Patientenserum/-plasma bzw. 100ul der Cut off / Positiven / Negativen Kontrolle zupipettieren, moglichst am obe-
ren, markierten Streifenende. Patientenserum und Kontrolle 30 Minuten auf dem Schiittler inkubieren. Beim Pipettieren
und anschlieBendem Abgiefen darauf achten, dass es nicht zu einer Kreuzkontamination der einzelnen Patientenproben
kommt.

6. Flussigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen, oder vorsichtig abgief3en. Beim AbgielRen der Flissigkeit bleiben die
Nitrozellulose Teststreifen am Boden der Rinnen haften. Restflissigkeit auf einem Saugpapier abtropfen.

7. Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schittler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgief3en. Vor Ablauf des letzten Waschschrittes die benétigte
Menge an frischer Konjugatverdiinnung (s. Tabelle) herstellen.

8.  Flissigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgieRen (siehe Punkt 6).

9. Je 1,5 ml der hergestellten Konjugatverdiinnung in die entsprechenden Inkubationsrinnen pipettieren und 30 Minuten
auf dem Schuttler inkubieren.

10.  Flissigkeit aus den Rinnen vollstandig absaugen oder abgielRen.
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11.

12.
13.
14.

15.

16.

Streifen Waschen: mit je 1,5 ml gebrauchsfertigem Verdliinnungs-/Waschpuffer 3 x 5 Minuten auf dem Schuttler inkubie-
ren. Waschpuffer immer vollstandig absaugen oder abgief3en. Anschlieend 1 x 1 Minute mit Aqua dest./deionisiert
spulen.

Flussigkeit aus den Rinnen vollstdndig absaugen oder abgieRen (siehe Punkt 6).

Je 1,5 ml gebrauchsfertige Substratlésung in die Rinnen pipettieren und 10 + 3 Minuten auf dem Schdittler entwickeln.
Farbentwicklung stoppen durch AbgielRen der Substratiésung. AnschlieRend Streifen ohne Zwischeninkubation 3 x mit je
1,5 ml Aqua dest./deionisiert waschen.

Aqua dest./deionisiert abgie3en und Streifen auf einem sauberen saugféhigen Papier trocknen. Die Hintergrundfarbung,
die bei feuchten Nitrozellulose Teststreifen beobachtet werden kann, geht bei den getrockneten Steifen vollstandig zu-
ruck. Verstarkte Nitrozellulose Teststreifen bendtigen im Vergleich zu den herkémmlichen Nitrozellulose Teststreifen et-
was langer, bis sie getrocknet sind.

Zur Auswertung das beigefugte Auswertungsprotokoll verwenden. Die Beschriftung der hochspezifischen Banden auf
dem Protokollblatt erleichtern lhnen die Auswertung der Patientenproben.

Testablaufschema siehe letzte Seite]

9.4 Einsatz von Immunoblot-Prozessoren
Fir die automatisierte Abarbeitung der Blots und LINEs sind folgende Gerate validiert: Apollo und Profiblot. Grundsatzlich sind
alle handelsublichen Blotautomaten geeignet.

10. Testauswertung

Zur sicheren Auswertung ist jeder LINE Streifen mit zwei Kontrollen ausgestattet:

1.

Serumkontrolle (= serum control):

Nur nach Inkubation mit Patientenserum erscheint unterhalb der Markierungslinie (= markline) die Seruminkubations-
bande.

Konjugatkontrolle (= conjugate control):

Der LINE Streifen ist mit einer Konjugatkontrollbande ausgestattet, die nach Inkubation mit dem entsprechenden Konju-
gat erscheint.

Die Testdurchfiihrung ist gultig, wenn auf dem entwickelten Nitrozellulose Teststreifen sowohl die Serumkontrolle als auch die
interne Konjugatkontrolle deutlich zu erkennen ist.

Die Position der Serum- / und der Konjugatkontrollbande entnehmen Sie dem Protokollblatt.

10.1 Auswertung der Patientenproben
Die Position und Bezeichnung der reaktiven Banden entnehmen Sie dem Protokollblatt.
IgM-Banden:  OspC, VISE-Mix, p39 und eine EBV-Bande zur Ausschlussdiagnostik
IgG-Banden:  VIsE-Mix, p39, p83/100, (iv1), (iv2), (iv3), (iv4) und TpN17-Bande zur Ausschlussdiagnostik (nur bei WE 223G)

10.2 Einsatz der Cut off Kontrolle
Banden deren Intensitat schwacher als die Cut off Bande der Cut off Kontrolle sind, werden nicht in die Bewertung einbezogen.
IgM Cut off Bande: OspC
IgG Cut off Bande: VISE-Mix

10.3 Bedeutung der Antigene
Auflistung des verwendeten hochaufgereinigten (OspC) und rekombinanten (VISE, p83/100, p39, BBA36, BBO323, Crasp3
und pG) Borrelia burgdorferi —Antigene, das EBV-Viral Capsid Antigen gp125 und das TpN17 Antigen. Der VIsE-Mix besteht
aus zwei rekombinanten Antigenen der Genospezies Borrelia burgdorferi s.s. und Borrelia garinii.
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Antigen/ Bedeutung der Antigene Spezifitat der Ursprungs-
Bezeichnung Antikorper im | stamme/Aufreini-
LINE gung

rekombinant

hoch immunogene Epitope auf. BBA36 ist ein wichtiger Marker fir
fortgeschrittene Lyme-Borreliosen (disseminierte Infektionen) in der
1gG-Serologie (10).

OspC (p23), Outer surface-protein C. Plasmid kodiertes Lipoprotein (6, 22, 26, Spezifisch B. afzelii PKo (ur-
gereinigtes 28). Wichtiger Marker fiir frihe Lyme-Borreliose-Manifestationen in | (3, 8, 22, 28, spriinglich isoliert
. . der IgM-Serologie (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). 30, 31, 32) von menschlichen
natives Antigen ) . : .
Biologische Bedeutung: Erythema migrans
B.burgdorferi s. |. benétigt OspC vermutlich fiir eine erfolgreiche in- Lasion in Deutsch-
itiale Infektion des Saugetierwirts (46, 47, 48, 49). Die Spirochaten land) / aufgereinigt
exprimieren OspC wahrend der Blutmalzeit in der Zecke und der Uber praperative
friihen Phase der Infektion des Saugetiertwirts (46). Nach der Uber- SDS-Page
tragung der Spirochéate auf den Sauger wird die OspC-Expression
wieder herabreguliert. Fur eine persitierende Infektion scheint das
Lipoprotein nicht notwendig zu sein (47, 47). Tilly et al. vermuten,
dass OspC wahrend der friihen Phase der Infektion des Saugetier-
wirts die Phagozytose der Spirochéaten verhindert (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. In vivo-exprimiertes B. Spezifisch B. burgdorferi B31
rekombinant burgdorferi -Lipoprotein, das konservierte — Genospecies-Ubergrei- (urspriinglich von
fende — hoch immunogene Epitope aufweist. In der IgM-Serologie einer infizierten Ze-
werden Reaktivitdten gegen VISE insbesondere bei Seren von Pati- cke auf Shelter Is-
enten mit frihen Lyme-Borreliosen beobachtet. In der IgG-Serolo- land, N. Y. isoliert),
gie werden Reaktivitaten gegen VISE bei Seren von Patienten mit B. garinii IP90 (ur-
frihen und fortgeschrittenen Lyme-Borreliosen beobachtet. VISE sprunglich von ei-
fungiert in der IgG-Serologie als Erkrankungsstadium-Ubergreifen- ner infizierten Ze-
der Lyme-Borreliose Marker. VISE ist ein 35 kDa-Antigen, das auf cke in Russland
Ip28-1 kodiert ist (2). isoliert) /
Biologische Bedeutung:
B.burgdorferi s.l. kann in infizierten Sdugern trotz deren aktiven Gereinigt aus E.
Immunantwort persistieren. Es wird vermutet, dass die coli Gber Ni-NTA-
kombinatorische Antigenvariation des VIsE-Oberfachenproteins — Affinitatschromato-
als " immune escape"-Mechanismus — zu dieser Persistenz beitragt graphie
(51, 52, 53).
p39 (BmpA), re- Borrelial membrane protein A. Chromosomal kodierter (6, 19), zen-| Hochspezifisch| B. afzelii PKo (ur-
kombinant traler Marker in der IgG-Serologie flr disseminierte Lyme-Borreli- (4,5,6, 8,14, | sprunglich isoliert
ose-Infektionen (4, 8, 18). 15,18, 31, 32) | von menschlichen
Die Bmp-Proteine sind Lipoproteine mit unbekannter Funktion. Erythema migrans
Léasion in Deutsch-
land)/ Gereinigt aus
E. coli Uber Ni-
NTA-Affinitatschro-
matographie
p83/100, Chromosomal kodiertes, Protoplasmazylinder-assoziiertes Antigen | Hochspezifisch| B. afzelii PKo (ur-
rekombinant (12, 13), konserviert innerhalb von B. burgdorferi s. 1. (17). Zentra- | (3, 5, 8, 22, 24,| springlich isoliert
ler Marker in der IgG-Serologie fur fortgeschrittene Lyme-Borrelio- 29, 31) von menschlichen
sen (8, 24, 29). Erythema migrans
Lasion in Deutsch-
land /Gereinigt aus
E. coli Gber Ni-
NTA-Affinitatschro-
matographie
BBA36 In vivo-exprimiertes 22 kDa B. burgdorferi-Antigen, das auf Ip54 ko-| Hochspezifisch| B. afzelii MMS (ur-
(iv1),, diert ist. BBA36 weist konservierte — Genospecies-Ubergreifende — springlich isoliert

aus einer infizierten
Zecke aus
Deutschland)/ Ge-
reinigt aus E. coli
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Uber Ni-NTA-Affini-
tatschromatogra-
phie

BB0323
(iv2)*,
rekombinant

In vivo-exprimiertes 42 kDa B. burgdorferi--Antigen, das chromoso-
mal kodiert ist. BBO323 weist konservierte — Genospecies-liber-
greifende — hoch immunogene Epitope. BBO323 ist ein wichtiger
Marker fur fortgeschrittene Lyme-Borreliosen (disseminierte Infekti-
onen) in der IgG-Serologie. (54)

Spezifisch

B. burgdorferi ZS7
(urspriinglich iso-
liert aus einer infi-
zierten Zecke aus
Deutschland)/ Ge-
reinigt aus E. coli
Uber Ni-NTA-Affini-
tatschromatogra-
phie

Crasp3
(iv3)*,
rekombinant

Complement regulator-aquiring surface protein3. In vivo-exprimier-
tes 21 kDa B. burgdorferi -Oberflachenantigen, das auf cp32-8 ko-

diert ist. Mitglied der Erp-Familie. Wichtiger Marker fur fortgeschrit-
tene Lyme-Borreliosen (disseminierte Infektionen) in der IgG-Sero-
logie. Crasp3 unterstiitzt die Komplement-Resistenz (11, 54).

Hochspezifisch

B. burgdorferi ZS7
(urspriinglich iso-
liert aus einer infi-
zierten Zecke aus
Deutschland)/ Ge-
reinigt aus E. coli
Uber Ni-NTA-Affini-
tatschromatogra-
phie

pG
(iv4)*,
rekombinant

EBV
VCA-gp125

Treponema
pallidum
TpN17
rekombinant
(nur bei
WE223G)

In vivo-exprimiertes 22 kDa B. burgdorferi -Antigen, das auf cp32-3
kodiert ist. Mitglied der Erp-Familie. Wichtiger Marker fur fortge-
schrittene Lyme-Borreliosen (disseminierte Infektionen) in der IgG-
Serologie (16).

Immundominantes Epstein Barr “Virus Capsid Antigen”. IgM Anti-
korper gegen VCA-gp125 verschwinden i.d.R. einige Wochen nach
der EBV-Infektion wieder.

Marker fur eine primare, sekundare und latente Syphilis

Hochspezifisch

Hochspezifi-
scher Marker in
der IgM-Serolo-
gie fir eine
EBV-Primarin-
fektion

hochspezifisch
fir alle Infekti-
onsstadien

B. burgdorferi ZS7/
B. afzelii MMS (ur-
spriinglich isoliert
aus einer infizierten
Zecke aus
Deutschland)/ Ge-
reinigt aus E. coli
Uber Ni-NTA-Affini-
tatschromatogra-
phie

Aufreinigung von
gp125 erfolgt aus
Ganzzelllysat (EBV
infizierte humane
Zellen) mittels Affi-
nitdtschromatogra-
phie unter Nutzung
eines monoklona-
len anti-gp125 Anti-
korpers
Treponema palli-
dum/

Gereinigt aus E.
coli iber Ni-NTA-
Affinitatschromato-
graphie

*(iv1-4) = in vivo (iv) exprimierte Antigene

10.4 Auswertungskriterien
Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und weitere zur Verfliigung
stehende Laborbefunde mit einbeziehen.

Empfohlene Gesamt-Beurteilung (IgM + IgG) der Borrelia-Antigene
Fur eine sichere Borrelien Diagnostik sollte der LINE im IgG und im IgM durchgefiihrt und gemeinsam befundet werden.
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Es werden nur Banden als positiv bewertet, die eine Intensitit > der cut off Bande zeigen.

Auftretende Bande(n) im IgM Auftretende Bande(n) im IgG Beurteilung

Keine Banden bzw. < Cut off Bande
Keine Banden bzw. < Cut off Bande | oder oder Negativ

1 lgG-Bande (auler VISE)

1 IgM-Bande (auf3er OspC) oder VIsE IgG-Bande Grenzwertig

OspC IgM-Bande
oder oder > 2 IgG-Banden Positiv

> 2 IgM-Banden

1 IgM-Bande und 1 1gG-Bande Positiv (*)

(*) Die Bandenkonstellation in der grau hinterlegten Zeile zeigt die Kombination von nur einer Bande im IgM plus einer Bande
im 1gG, die in der Gesamt-Beurteilung (IgM+IgG) als positiv zu bewerten ist.

Empfohlene Berurteilung bei positivem EBV-gp125 in der IgM-Serologie

Im Rahmen einer EBV-Primarinfektion kann es aufgrund der polyklonalen B-Zellstimulation zu Antikrpereaktivitaten gegen
Borrelia burgdorferi sensu lato-Antigene kommen (55). Daraus kann ein falsch-positiver Lyme-Borreliose-Befund resultieren.
Um derartige Falschdiagnosen zu minimieren, enthalt der VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot das Epstein Barr
Viral Capsid Antigen gp125. Reagieren in der IgM-und/oder IgG-Serologie neben den Borrelienantigenen auch gp125 mit einer
Intensitat > der IgM cut-off-Bande, sollte zur Sicherheit der komplette EBV-Status des Serums Uberprift werden (z.B. mit dem
VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot; Best.-Nr.: WE102G32/96 und VIROTECH EBV IgM LINE Immunoblot Best.Nr.:
WE102M32/96).

Die EBV-gp125 -Bande ist nicht fir eine Anwendung in der Liquordiagnostik validiert.

Empfohlene Beurteilung der TpN17-Bande

Die Treponema pallidum TpN17-Antigenbande (nur bei WE223G)

Bei der Lyme-Borreliose-Serodiagnostik werden Kreuzreaktionen mit anderen Mikroorganismen beobachtet. Eine wichtige
Rolle nehmen dabei Herpes-Virus-Infektionen (insbesondere EBV) sowie bakteriell bedingte Erkrankungen wie die Syphilis
ein. Die Lyme-Borreliose MiQ12/2000 empfiehlt: ,Bei grenzwertigen oder positivem Suchtest (Anmerkung: der Lyme-Borreli-
ose Serologie) soll ein Lues-Suchtest (z.B. TPHA) durchgefiihrt werden, um falsch-positive Befunde aufgrund kreuzreagieren-
der Antikdrper gegen Treponemen auszuschliefRen.*

Die TpN17-Bande dient der Erkennung falsch grenzwertiger/positiver Ergebnisse in der Lyme-Borreliose-Serodiagnostik durch
kreuzreagierende Antikdrper aufgrund einer Treponema pallidum-Infektion (Syphilis).

Reagiert beim VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot die TpN17-Bande > der IgG cut-off-Bande und
gleichzeitig Borrelienantigene im IgM und/oder im 1gG , sollte zur Sicherheit der komplette Syphilis-Status des Serums uber-
prift werden (z.B. mit dem VIROTECH Treponema pallidum IgG LINE Immunoblot Best.-Nr.: 19G: WE150G16/32 und
VIROTECH Treponema pallidum IgM LINE Immunoblot Best.-Nr.: WE150M16/32).

Unbedingt beachtet werden muf:
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a. Die TpN-17-Bande kann hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat eine komplette Syphilis-Differenzialdia-
gnose nicht ersetzen.

b. Eine negative TpN17-Antigenbande schlie3t nicht grundsatzlich die Mdglichkeit des Vorhandenseins
von Antikérpern gegen Treponema pallidum aus.

C. Ein positives Ergebnis der TpN17-Antigenbande muss durch geeignete Treponema pallidum-Bestati-
gungstests (z.B.: VIROTECH WE150) abgesichert werden.

d. die TpN-17-Bande ist nicht fiir eine Anwendung in der Liquordiagnostik validiert.

Typische Befundkonstellationen

Die Reihenfolge der Antigene auf den Borrelia in vivo LINE-Streifen wurde so gewahlt, dass sich Antigene (z.B.: OspC, VIsE-
IgM, VIsE-IgG), die bevorzugt mit Antikérpern von Patienten mit frihen Lyme-Borreliosen reagieren, am oberen Streifenteil
(Markierungslinien-nah) befinden. Antigene (z.B.: p83, BBA36, BBO323, Crasp3, pG), die bevorzugt mit Antikérpern von Pa-
tienten mit fortgeschrittenen Lyme-Borreliosen reagieren, finden sich im unteren Streifenteil (Markierungslinien-fern). Dadurch
gibt schon der optische Eindruck der Bandenverteilung einen Hinweis auf das Infektionsstadium (von der frihen Lyme- zur

spaten Lyme-Borreliose).

Beispiele hdufiger Bandenkonstellationen bei folgenden Infektionsstadien:

Borreliose- IgM-Serologie lgG-Serologie
Stadium
OspC VIsE
Friihe VISE VIsE
Lyme- p39 VIsE
Borreliosen > 2 Banden keine oder VISE
OspC keine
Disseminierte Es kdnnen keine bis zu VIsE und p39
Lyme- alle IgM-Banden auftre-
Borreliosen ten. 2 Banden
IgM-Banden treten zu-| Mit dem Fortschreiten der Infektion treten
Fortgeschrittene nehmend in den Hinter-| i.d.R. auch immer mehr IgG-Banden in ver-
Lyme- grund. schiedensten Kombinationen auf.
Borreliosen p39, p83, VIsE, iv1-4 (BBA36, BBO323,

Crasp3 und pG)

10.5 Grenzen des Tests

1.
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Ein negatives Blotergebnis schlieRt die Moglichkeit einer B. burgdorferi s.l.-Infektion nicht vollstandig aus. Die Probe kann
vor Auftreten der Antikdrper entnommen worden sein oder der Antikorpertiter liegt unter der Nachweisgrenze des Tests.
Die Behandlung der Patienten mit Antibiotika im Friihstadium der Erkrankung (35, 37) kann zu einer Unterdriickung der
Immunantwort fiihren, so dass keine anti-B. burgdorferi-spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden kdnnen.

Die Kreuzreaktion zwischen Borrelia und anderen Spirochaten kann zu einem Auftreten von Borrelien assoziierten Ban-
den fiihren, was ein falsch positives Ergebnis zur Folge haben kann. Seren von Patienten mit z.B. folgenden Infektionen
kénnen kreuzreagieren: Syphilis (Treponema pallidum), Frambésie (Treponema pertenue), Rickfallfieber (Borrelia
spez.), Leptospirosen (Leptospiren spez.) (38). Ebenso kann es bei Herpes-Viren (HSV, CMV, Parvovirus) zu Kreuzreak-
tionen kommen (34, 39). Zeigen sich beim VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot (WE223G) neben
Reaktivitaten gegen Lyme-Borreliose-Antigene auch eine Reaktivitat gegen das TpN17-Antigen, sind die unter 9.4 (Emp-
fohlene Beurteilung der TpN17-Bande) genannten Hinweise zu beriicksichtigen

Im Rahmen einer EBV-Primarinfektion kann es aufgrund der polyklonalen B-Zellstimulation zu Antikorpereaktivitaten ge-
gen Borrelia burgdorferi sensu lato-Antigene kommen (34, 39). Zeigen sich beim VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE
Immunoblot neben IgM-und/oder IgG Reaktivitaten gegen die Borrelien-Antigene auch eine Reaktivitat gegen das EBV-
gp125, muss eine Mononukleose differentialdiagnostisch ausgeschlossen werden.
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5. In seltenen Fallen kénnen Patientenseren “inverse”-Banden zeigen (dunkler Hintergrund, weilRe Banden); diese sind
nicht zu bewerten, d.h. der Immunobilot ist in diesen Fallen nicht auswertbar. Das Serum sollte mittels anderer serologi-
scher Methoden Uberpruft werden.

6. Siehe auch die aufgefiihrten Grenzen des Tests unter Punkt 2.:,Diagnostische Bedeutung®.

11. Leistungsdaten

Bei der Berechnung der Sensitivitat wurde auf die Diagnosegruppe Erythema migrans (EM), Erythema chronica migrans (ECM)
und Multiples Erythema migrans (MEM), Neuroborreliose sowie auf die Diagnosegruppe Acrodermatis chronica atrophicans
(ACA), Arthritis getrennt eingegangen.

11.1 Sensitivitat
Zur Ermittlung der Sensitivitat wurden klinisch charakterisierte Serenkollektive getestet, die mit einem anderen Western Blot
als Referenzmethode (Befund) vorbestimmt wurden.
Serenkollektive: ACA n = 18, Neuroborreliose n = 8, MEM, EM, ECM n = 72.
Grenzwertige Ergebnisse sind bei der Berechnung der Sensitivitat nicht berlicksichtigt worden.

In Bezug auf den Befund errechnet sich eine Sensitivitidt von 97,0%.

11.2 Spezifitat
Zur Ermittlung der Spezifitat wurden 85 Blutspenderseren getestet, die mit einem ELISA als Referenzmethode (Befund) vor-
bestimmt wurden.
Grenzwertige Ergebnisse sind bei den Berechnungen der Spezifitat nicht beriicksichtigt worden.

In Bezug auf den Befund errechnet sich eine Spezifitit von 97,2%.

11.3 Diagnostische Sensitivitét
Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitdt wurden klinisch charakterisierte Seren von Patienten mit EM, ECM, MEM
(n=122), mit Neuroborreliose (n=53) sowie mit ACA und Arthritis (n=65) im IgG und IgM getestet (Serenquelle: Frau Prof. Dr.
Hofmann, Miinchen; Dr. Talaska, Brieskow-Finkenheerd).

LINE
Serenkollektiv (n=122) - - .
Negativ Grenzwertig Positiv
Diagnostischer
. EM, ECM, MEM 17 10 95
Befund/Klinik
. LINE
Serenkollektiv (n=53) - - e
Negativ Grenzwertig Positiv
Diagnostischer
N b li 4 2 47
Befund/Klinik euroborrefiose
. LINE
Serenkollektiv (n=65) N - "
Negativ Grenzwertig Positiv
Diagnostischer .
. ACA, Arthritis 0 0 65
Befund/Klinik

Grenzwertige Ergebnisse sind bei den Berechnungen der diagnostischen Sensitivitat nicht berlicksichtigt worden.

Daraus ergibt sich fiir das Serenkollektiv EM, ECM und MEM eine diagnostische Sensitivitit von 84,8%, fiir das Se-
renkollektiv Neuroborreliose eine diagnostische Sensitivitdat von 92,2% und fiir das Serenkollektiv ACA und Arthritis
eine diagnostische Sensitivitit von 100%.
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11.4 Diagnostische Spezifitat
Es wurden 28 Humanseren von Personen ohne klinischen Verdacht auf Vorliegen einer Lyme-Borreliose getestet. Von den 28
Seren war lediglich ein Serum positiv und ein Serum grenzwertig.

Es errechnet sich damit eine diagnostische Spezifitat von 96,3%.

11.5 Kreuzreaktivitat
Autoimmun-Krankheiten
Es wurden 10 Autoimmunseren getestet, die alle im Borrelia in vivo LINE negativ waren.
Treponema pallidum
Von 15 Treponema pallidum positiven Seren waren im Borrelia in vivo LINE vier Seren positiv und ein Serum grenzwertig; bei
den eingesetzten Referenzverfahren (ELISA, Western Blot) traten deutlich mehr falsch positive Befunde auf.

EBV

Ohne ausschlussdiagnostischem Marker reagierten von 12 Seren mit primarer EBV-Infektion zwei Seren positiv und ein Serum
grenzwertig (Vergleichstests zeigten deutlich mehr unspezifisch positive Borrelien-Ergebnisse als der Borrelia in vivo LINE).
Da alle 12 Seren mit der gp125-Bande reagiert haben, konnten diese Seren als falsch positive Seren erkannt werden.

11.6 Durchseuchung (Erwartete Werte)
Es wurden 87 Blutspender getestet. Davon waren 6% im Gesamtbefund positiv.

11.7 Intra-Assay-Prézision (Wiederholbarkeit)
Fir die Ermittlung der Wiederholbarkeit wurden in einem IgG- und in einem IgM-Versuchsansatz je 30 Blotstreifen einer Nitro-
zellulosemembran mit einem Serum inkubiert, das bei den Antigenbanden schwache bis starke Reaktionen zeigt.
Die jeweiligen Banden zeigen auf dem gesamten Nitrozellulose-Sheet einheitliche Intensitaten.

11.8 Inter-Assay-Prézision (Reproduzierbarkeit)
Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden je 3 Seren im IgM und IgG getestet (ein negatives Serum, eine Cut off Kon-
trolle, eine positive Kontrolle). Die Bestimmung erfolgte in 10 verschiedenen Testansatzen von 3 Testpersonen.
In allen Testungen wurden die serologischen Vorgaben genau getroffen.

12. Zusitzliche Leistungsdaten fiir die ToN17 Bande des WE223G32/G96

12.1 Diagnostische Sensitivitat
Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitat wurden 64 klinisch charakterisierte Syphilisseren im IgG getestet. Die TpN17
Bande zeigt eine Sensitivitat von 93,7%.

Serenkollektiv Borrelia in vivo LINE
(n=64) Immuno Assay
negativ 4
grenzwertig 1
positiv 59
12.2 Diagnostische Spezifitat

Zur Ermittlung der diagnostischen Spezifitdt wurden 116 klinisch charakterisierte Lyme-Borrelioseseren im IgG getestet. Die
TpN17 Bande zeigt eine Spezifitat von >99.9%.

12.3 Kreuzreaktivitat
Es wurden insgesamt 79 potentiell kreuzreaktive Seren (EBV Primarinfektionen, Autoimmunseren) und 43 Schwangerenseren
im 1gG getestet. Die TpN17 Bande zeigt eine Spezifitat von >99.9%.
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Siehe Gebrauchsanweisung!
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15. Testablaufschema

Testdurchfiihrung in Kurzform:

Probeninkubation

Waschen
Konjugatinkubation

Waschen

Substratinkubation

Stoppen

30 Minuten 15 pl Patientenserum/-plasma/ 100 pl Kontrolle
in je 1,5 ml Verdinnungs-/Waschpuffer

3 x 5 Minuten Mit je 1,5 ml Verdinnungs-/Waschpuffer

30 Minuten Mit 1,5 ml Gebrauchsverdiinnung (1 + 100 )
3 x 5 Minuten Mit je 1,5 ml Verdinnungs-/Waschpuffer

1 x 1 Minute Mit Aqua dest./deionisiert

10 + 3 Minuten Mit je 1,5 ml Substratldsung

3 x ohne Zwischeninkubation Mit je 1,5 ml Aqua dest./deionisiert

Konjugatverdiinnungstabelle: (gerundet)

Anzahl Streifen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Verdiinnungs/ Waschpuffer

1,5ml 3,0ml 4,5ml 6,0ml 7,5ml 9,0ml 11,0ml | 12,0ml | 14,0ml | 15,0ml

Konjugat-Konzentrat

15l 30ul | 45pl 60pl 754l 90pl 110pl | 120ul | 140u | 150p

Endvolumen

1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml| 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml

Anzahl Streifen

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Verdiinnungs/ Waschpuffer

17,0ml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0ml | 30,0ml

Konjugat-Konzentrat

170ul 180ul 200p! 210pl 230upl 240ul 260! 270upl 290ul 300u!

Endvolumen

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

Anzahl Streifen

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Verdiinnungs/ Waschpuffer

32,0ml | 33,0ml | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml |41,0ml |42,0ml |44,0ml | 45,0ml

Konjugat-Konzentrat

320ul 330ul 350l 360u! 380ul 390l 410ul 420upl 440ul 450ul

Endvolumen

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

Anzahl Streifen

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Verdiinnungs/ Waschpuffer

47,0ml | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml

Konjugat-Konzentrat

470ul | 480l | 500pl | 510pl | 530ul | 540ul | 560pl | 570ul | 590ul | 600ul

Endvolumen

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