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1. Alkalmazas célja

Immunoblot csik tesztkészlet B.burgdorferi sensu lato-specifikus IgG- ill. IgM antitestek mennyiségi meghatarozasara human
szérumbol.

A Lyme-borreliézis szérumdiagnosztikaja mellett az IgG Line immunblot a neuroborreliézis likvordiagnosztikajara is alkalmas.
Likvordiagnosztika soran kérjuk, kovesse a kilén (likvordiagnosztikai) munkavégzési Utmutatot.

2. A teszt miikodési elve

A korokoz6 antigéneket specidlis fuvatasi eljarassal atviszik nitrocelluléz-membranra. A nitrocelluléz membrant ezutan
csikokra vagjak.

Az antigénhordoz6 nitrocellul6z csikok human szérum- vagy plazmamintakkal valo inkubacioja lehetévé teszi a jelenlévé spe-
cifikus antitestek kimutataséat. Ezek az antitestek immunkomplexeket képeznek a tesztcsikokra rogzitett antigénekkel. A meg
nem kotott antitesteket mosasi [épések soran eltavolitjak, majd a nitrocellul6z-csikokat alkalikus foszfatazzal konjugalt anti-
human IgG illetve IgM antitestekkel inkubaljak. Miutan a meg nem kotoétt konjugalt antitesteket egy tovabbi mosasi Iépéssel
eltavolitjak, az antigén-antitest komplexek (a megkotott antitestek) lathatova tétele kovetkezik egy szintelen szubsztrat
hozzaadasaval, mely enzimatikus atalakitds utan ibolyakék szinl csikokat (,antigén savokat) eredményez. Az enzim-
szubsztrat reakciot a nitrocellul6z-csikok desztillalt vagy ioncserélt vizben torténé mosasaval allitjak le. A megjelend csikok
mintazata alapjan kovetkeztehetlnk specifikus IgG illetve IgM antitestek jelenlétére.

3. A csomag tartalma

3.1 Készlet 32 meghatarozashoz
1. IgGill. IgM Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, féliaval megerdsitve,
flzetekbe kotve, felhasznalasra kész 1x 32 csik
2. 1gGill. IgM hatarérték (cut-off) kontroll, human szérum, eléhigitott 1x 1,0ml
3. Higité- /mosopuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartésitoszerrel 2x 50 ml
4. 1gG-ill. IgM-konjugatum (100x konc.)
Anti-human, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 1x 0,7 ml
5.  Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznélasra kész 1x 57 ml
6. Kiértékelési protokoll az eredmények jegyz6konyvezéséhez és archivalasahoz 1x 1db
3.2 Készlet 96 meghatarozashoz
1. IgGill. IgM Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, féliaval megerdsitve,
flzetekbe kotve, felhasznalasra kész 3x 32 csik
2. 1gGill. IgM hatarérték (cut-off) kontroll, human szérum, eléhigitott 2x 1,0ml
3. Higit6- /mosopuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartdsitoszerrel 4x 50 ml
4. 1gG-ill. IgM-konjugatum (100x konc.)
Anti-human, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 3x 0,7 ml
5.  Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznalasra kész 3x 57 ml
6. Kiértékelési protokoll az eredmények jegyzékonyvezéséhez és archivalasahoz 3x 1db

Kérésre kulon kaphato:
IgG ill. IgM- Pozitiv kontroll, huméan szérum, el6higitott, 0,5 ml.
A pozitiv savok > hatarérték (cut-off) sdvok a mellékelt tanusitvanyban talalhatéak
(Rendelési szam: 1IgG: WE222P60 / WE223P60 ill. IgM: WE222P80)

IgG/IgM- Negativ kontroll, human szérum, el6higitott, 0,5 ml.

A negativ kontrollon nem lathatéak savok, ill. nem lathatéak a relevans savok és > hatararték (cut-off) savok kiértékeléséhez
szikséges savok.

(Rendelési szam: 1gG/IgM: WE222N10 ill. WE223N60)
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4.  Atesztkit és a reagensek taroldsa és eltarthatésaga

A tesztkitet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén talalhaté; a kit eltarthatésaga
tekintetében lasd a minéségellendrzési tanusitvanyt.

1. Az egyes reagenseket nem szabad lefagyasztani illetve magas hémérsékletnek kitenni.

A reagenseket a lejarati idén tal nem szabad felhasznalni.

Kerllje a reagensek erés fényben torténd tarolasat.

A BCIP / NBT szubsztratoldat fényérzékeny, ezért sététben kell tarolni.

Nitrocellul6z tesztcsikok: A tasakbdl kivett tesztcsikokat azonnal fel kell hasznalni. A fel nem hasznalt csikokat
tartalmazé tasakot azonnal vissza kell zarni és 2-8°C kozott kell tarolni. Az eredmények archivalasahoz (a csikok
kifakulasanak megakadalyozasara) a nitrocelluldz tesztcsikokat feltétlendl védeni kell a kdzvetlen napfénytél.

akrwDn

Anyag Allapot Térolas Stabilitas
Vizsgalati mintak higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Tesztcsikok felbontas utan 2 es+8 Ikozott (Tarolas a mel- 3 hénap
Iékelt tasakban)
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
o felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Konjugatum
higitott +2 és +8°C kozott kb. 6 6ra
. f s +2 és +8°C kozott (fénytdl .
Szubsztratum felbontas utan védve) 3 hénap
. . +2 és +8°C kozott (fénytdl .
felbontés utan védve) 3 hénap
Mosdoldat véghigitott (hasznalatra kész) +2 és +8°C kozott 4 hét
véghigitott (hasznalatra kész) vagy szobah&mérséklet 2 hét

5. Ovintézkedések és biztonsagi eldirasok

1. Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B feluleti
antigénekre negativ eredményt mutatott szérum keril alkalmazasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta,
konjugatum és nitrocellul6z tesztcsik potencidlisan fert6z6 anyagnak tekintendd, és ennek megfelel6é évatossaggal
kezelendd. A termékeke kezelése a laboratériumi munkara altaldnosan vonatkoz6 szabalyok szerint torténjen.

2. Az immunoblot kivitelezése soran viseljen eldobhat6 keszty(it és hasznaljon mlianyag csipeszt.

3. Akeletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfeleléen kell tarolni és elhelyezni.

4. Az inkubécios kddakat a gyarto csak egyszeri hasznalatra fejlesztette ki. Az inkubacios kadak tébbszori hasznéalata a
felhasznald feleléssége. Ha a tobbszori hasznalat mellett dont, javasoljuk, hogy az inkubaciés kddakat hasznalat utan
fert6tlenitse tobb 6ran keresztll 1% néatrium-hipoklorit oldatban, mosogassa el és alaposan 6blitse el csapvizzel majd
desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

6. Tovabbhi szikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)

1. Inkubéciés kanna (igény esetén megrendelheté a WE300 rendelési szamon)08)
2. Ré&zogép (vertikdlis, nem korkoros)
3. Spriccflaska a reakcio leallitasahoz
4. Pipetta vagy kézi moso készulék
5.  Mikropipettak: 5 ul — 1500 pl
6. Pipettahegyek
7. Mintaedények (csdvek) 2-20 ml térfogattal
8. Mdanyag csipesz
9. Desztillalt vagy ioncserélt viz
10. Filterpapir
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7. Vizsgélati anyag

Vizsgalati anyagként hasznalhaté szérum és plazma (itt az antikoagulalas modjanak nincs jelent6sége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van szé. Kérjik, liquor alkalmazasahoz nézze meg a kulén Liquor LINE hasznalati
Gtmutatét.

8. Avizsgélat elvégzése

Csak a VIROTECH Diagnostics altal el6irt modszer pontos betartasaval kapunk helyes eredményeket.

8.1 A mintak elokészitése
1. Paciensmintanként 15 pl szérum vagy plazma szikséges. A liquor- és szérumfeldolgozasnal csak az Ig-osztalyonként
kildn-kulon, individudlisan kiszamolt liquor- és szérumhigitas alkalmazhato (lasd a Liquor LINE haszndlati Gtmutatot).
2. Avérmintakat aszeptikusan, a véna megszurasaval kell levenni. Teljes alvadas utan le kell valasztani a szérumot
(plazmanal kiesik). Hosszabb tarolashoz a szérumokat —20°C-ra le kell fagyasztani.
3. AtObbszori felolvasztast keriilni kell.
4. HGinaktivalt, hiperlipémias, hemolitikus és mikrobioldgiailag fertéz6tt mintakat nem szabad felhasznalni, mivel hamis
eredményekhez vezethetnek.
5.  Zavaros szérummintékat (kuléndsen felolvasztas utan) nem szabad felhasznalni. Centrifugéalas (5 perc, 1000 g) utan a
tiszta fellilisz6t lepipettazva, azt hasznalja fel a tesztben.
8.2 A reagensek el6készitése
1.  Alaboratériumi rutinmunkat segitendd az 6sszes LINE és EcoBlot egyetlen tesztfutamban, azonos inkubaciés idével,
kiilébnbz6 paraméterl és kilonb6zé gyartasi tételbe tartozé komponensekkel feldolgozhaté. Az alkalmazandé hatarérték
(cut-off) kontrollok paraméter- és sarzsspecifikusak.
2. Higitas el6tt engedjen minden reagenst felmelegedni szobahémérsékletre. Csak a legjobb minéségi, szobahémérsékleti
desztillalt vagy ioncserélt vizet hasznaljon.
3. Akihigitott munkaoldatokat alkalmazas elétt alaposan keverje fel.
4.  Higité- /mosopuffer
A higit6- /moséoldat 10-sz6rds téménységben kerll kiszerelésre. A higit6- /moséoldatot 01:10:00 aranyban higitsa
desztillalt vagy ioncserélt vizzel (10mI/50ml/100ml koncentratum + 90ml/450mI/900ml deszt./ioncserélt viz) és alaposan
keverje meg.
A higit6-/moséfolyadék, mind tdmény, mind higitott allapotban sarga elszinezédést mutathat. Ez a sarga elszinez6dés
sem a higit6-/moséfolyadék eltarthatésagat, sem a teszt eljaras miikodését és diagnosztikai megbizhatésagat nem
befolyasolja.
5. 1gG-ill. IgM-konjugatum:
A konjugatumot higitsa fel 1:100 aranyban (megfeleléen kihigitott) higitd- /mosopufferben és jol keverje meg. Szérum
mintanként 1,5 ml konjugatum munkaoldat szlikséges. Ld. konjugaciés higitasi tablazat (12. pont: ,A teszt folyamatanak
vazlata”).
6. Szubsztratoldat
A szubsztratoldatot felhasznéalasra kész allapotban csomagoljuk és szallitjuk.
8.3 Az immunoblot vizsgalat elvégzése

Vigyazat: A nitrocellul6z tesztcsikokat csak a megadott Ig osztalyban szabad alkalmazni

(Id. a blotflizetek cimkéjét és az egyes tesztcsikok jelolését).

A Borreliain vivo LINE teszt korrekt végrehajtasa és kiértékelése érdekében minden teszt soran egy
paraméter- és sarzsspecifikus hatarérték (cut-off) kontroll tesztet is el kell végezni.

A Borrelia biztonsagos diagnosztizdlasahoz az LINE tesztet
az IgG és IgM osztalyban is ajanlott elvégezni.

1.

A tesztet szobahémérsékleten kell végezni.
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2. Minden mintahoz helyezzen egy csikot egy tiszta inkubacios kad barazdajaba. A csikokat lehetéség szerint csak a
megjelolt felsé végiikdn érintse.

3.  Pipettazzon 1,5 ml felhasznalasra kész higité- /mosdépuffer minden tesztcsikra és helyezze az inkubéciés kannat a
razogépre. Ugyeljen ra, hogy a folyadék egyenletesen fedje be a nitrocelluldz tesztcsikokat; a csikoknak a teszt soran
végig nem szabad kiszaradniuk.

4. A meger6sitett nitrocellul6z csikok egy perc alatt teljesen atnedvesednek és tetszés szerint inkubalhatéak a hatukra,
oldalukra vagy elulsé fellikre fektetve.

5. Egyenként 15 pl paciensszérumot/-plazmat, illetve 100 pl hatarérték / pozitiv / negativ kontrollt kell hozzapipettazni,
lehetbleg a csik fels6, megjeldlt végére. Inkubélja 30 percig a betegszérumot és kontrollokat a razégépben. Pipettazas
és a folyadékok ledntése soran ugyeljen arra, hogy az egyes betegmintakndl ne fordulhasson el keresztkontaminacio.

6. A bardzdakbdl a folyadék telies mennyiségét szivja ki vagy évatosan ontse le. A folyadék ledntésekor a nitrocelluléz
csikok a barazdak aljahoz tapadva maradnak. A maradék folyadékot csepegtesse ki egy papirtérolkdzére.

7. A csikok mosasa: inkubalja a csikokat a razégépben, csikonként 1,5ml felhasznalasra kész higit6- /mosépufferben, 3 x 5
percig. A mosopuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Az utolsé mosasi 1épés befejezése elbtt készitse
el (higitsa ki) a sziikséges mennyiség(i konjugatum munkaoldatot (Id. tablazat).

8. A bardzdakbol a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy évatosan ontse le (Id. 6. pont).

9.  Csikonként pipettdzzon 1,5 ml-t az el6z6ek szerint elkészitet konjugatum munkaoldatb6l a megfelel6 inkubacios
bardzdakba és inkubalja a csikokat 30 percig a raz6gépben.

10. A barazdakbdl a folyadék telies mennyiségét szivja ki vagy ontse le.

11. A csikok mosésa: inkubdlja a csikokat a raz6gépben, csikonként 1,5ml felhasznéalasra kész higitd- /mosépufferben 3 x 5
percig. A mosopuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Végll 6blitse le a csikokat 1 x 1 percig desztillalt
vagy ioncserélt vizben.

12. A barazdakbdl a folyadék telies mennyiségét szivja ki vagy évatosan ontse le (Id. 6. pont).

13.  Csikonként pipettazzon 1,5 mi-t szubsztratoldatbdl a barazdakba és hivja el6 a csikokat 10 + 3 percig a razégépben.

14. Az el6hivast (a szin megjelenését) a szubsztratoldat ledntésével allitsa le. Végll mossa le a csikokat 3 x 1,5 ml
desztillalt vagy ioncserélt vizzel (inkubéacio nélkl).

15.  Ontse le a desztillalt vagy ioncserélt vizet és széaritsa meg a csikokat egy tiszta papirtorélkézén. A nedves nitrocelluléz
tesztcsikokon megfigyelhetd hattér-elszinezédés a csikok megszaritasaval teljesen eltlinik. A megerésitett nitrocellul6z
tesztcsikok a k6zonséges nitrocellul6z tesztcsikokhoz viszonyitva valamivel hosszabb idét igényelnek a szaradashoz.

16. A Kkiértékeléshez hasznalja a mellékelt kiértékelési protokollt. A specifikus savok feliratozasa a protokoll-lapon és
kozvetlendl a nitrocelluldz filteren megkdnnyiti a betegmintak kiértékelését.

IA teszt folyamatanak vazlatat Id. az utolsé oldalon|

8.4 Immunoblot-processzorok alkalmazéasa
A blotok és LINE-ok automatikus feldolgozaséara az alabbi eszk6z6k vannak jovahagyva: Apollo és Profiblot. Alapjaban véve
minden kereskedelemben kaphat6 blotautomata alkalmas.

9. Avizsgélati eredmények kiértékelése

A biztos kiértékeléshez minden LINE csik két kontrollal van ellatva:
1. Szérum kontroll (= serum control):
Csak a betegszérummal val6 inkubacio utan jelenik meg a jeldlési vonal (=markline) alatt a széruminkubaciés sav.
2. Konjugacios kontroll (= conjugate control):
Az LINE csikon egy konjugacios kontroll sav talalhatd, mely a megfeleld konjugatummal vald inkubalas hatasara jelenik
meg.
A végrehaijtott teszt akkor érvényes, ha az eléhivott nitrocelluloz tesztcsikon mind a szérumkontroll, mind a belsé konjugacioés
kontroll sav egyértelmiien lathato.

9.1 A betegminték kiértékelése
IgM-séavok: OspC, VISE-Mix, p39 és egy EBV-sav kizarasos diagnosztikdhoz
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1gG-savok:
esetén)

9.2

A hatérérték (cut-off) kontrollok alkalmazasa

VISE-Mix, p39, p83/100, (iv1), (iv2), (iv3), (iv4) és TpN17-savok kizarasos diagnosztikahoz (csak WE 223G

A hatarérték (cut-off) savok intenzitdsanal gyengébb savokat a kiértékelés soran nem szabad figyelembe venni.
IgM cut-off sav: OspC
IgG cut-off sav: VISE-Mix

9.3

Az antigének jelentése

Az alkalmazott nagytisztasagu (OspC) és rekombinans (VISE, p83/100, p39, BBA36, BBO323, Crasp3 és pG) Borrelia burgdor-
feri —antigének, a gp125 EBV-Virus kapszid antigén és a TpN17 antigén felsorolasa. A VISE-Mix a Borrelia burgdorferi s. s.
genospecies és a Borrelia garinii két rekombinans antigénjét tartalmazza.

rekombinans

dorferi -lipoprotein, amely a konzervalt — genospecies tagokon
talnydlé — er6sen immunogén epitopot mutatja. Az IgM-
szerologidban megfigyeltek VISE-vel szembeni reaktivitast, killéno-
sen korai Lyme-Borreliosisban szenvedd betegektél szarmazo
szérum esetén. Az IgG-szerol6gidban megfigyeltek VISE-vel szem-
beni reaktivitast, korai és elérehaladott Lyme-Borreliosisban sze-
nvedd betegektdl szarmazd szérum esetén. A VIsE az IgG-
szerologiaban a betegség stadiuman talnyulé Lyme-Borreliosis
jelz6ként szolgal. A VISE egy 35 kDa antigén, amely az |p28-1-re
kodolt (2).

Bioldgiai jelentéséq:

A B.burgdorferi s.I. képes a fertézétt emlésékben fennmaradni an-
nak aktivimmunvalasza ellenére. Feltételezhets, hogy a VISE
fellleti fehérje kombinatorikus antigénvariacidja — “"immun-
menekdilési" mechanizmusként — hozzajarul ehhez a fennmara-
déshoz (51, 52, 53).

Antigén/ Az antigén jelentésége Az antitestek Eredeti torz-
Megnevezés specificitdsa a| sek/megtisztitas
LINE-ben
OspC (p23), tis- Outer surface-protein C. Plazmiddal kédolt lipoprotein (6, 22, 26, Specifikus B. afzelii PKo (ere-
stitott nativ an- 28). Fontos jelz6 az IgM-szerologiaban a Lyme-Borreliosis korai (3, 8, 22, 28, detileg emberi Ery-
tigén megnyilvanulasakor (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). 30, 31, 32) thema migrans lé-
Bioldgiai jelentéséq: ziébdl izolalva
A B.burgdorferi s. |. szamara sziikséges az OspC, feltehetéen az Németorszagban) /
emlés gazdaallat sikeres kezdeti megfert6zéséhez (46, 47, 48, 49). megtisztitva el6ké-
A spirochaetak OspC-t fejeznek ki a kullancsban a vérszivéas alatt, szité SDS-Page
és az emlés gazdaallat fert6zésének korai szakaszaban (46). A spi- segitségével
rochaetak emldsre valo atvitele utan az OspC-kifejezés ismét
leszabalyzodik. Ugy tiinik, hogy a lipoprotein nem sziikséges
tovabbra is fennallo fertézéshez (47, 47). Tilly et al. feltételezik,
hogy az OspC az eml6s gazdaallat fertézésének korai fazisaban
megakadalyozza a spirochaetak fagocitézisat (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. In vivo kifejezett B. burg- Specifikus B. burgdorferi B31

(eredetileg egy
fertézott
kullancsbdl izolalva
New York &llam
Shelter szigetén),
B. garinii IP90 (ere-
detileg egy fert6zott
kullancsbaol izolalva
Oroszorszagban) /

E. coli-bdl tisztitva
Ni-NTA-affinitask-
romatografiaval

p39 (BmpA), re-
kombinans

Borrelial membrane protein A. Kromoszéma-kaédolt (6, 19), az IgG-
szerologiaban kdzponti jelzé disszeminalt Lyme-Borreliosis
fert6zésekre (4, 8, 18).

A Bmp-fehérjék ismeretlen funkciéju lipoproteinek.

Erésen specifi-
kus

(4, 5,86, 8, 14,

15, 18, 31, 32)

B. afzelii PKo (ere-
detileg emberi
Erythema migrans
|éziobdl izolalva
Németorszagban) /
megtisztitva E. coli-
bdl Ni-NTA-affi-
nitaskromato-
gréfiaval
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p83/100,
rekombinans

Kromoszéma-kadolt, protoplazmahengerhez térsitott antigén (12,
13), a B. burgdorferi s. I.-en beliil konzervalva (17). Az IgG-
szeroldgiaban kdzponti jelz6 elérehaladott Lyme-Borreliosisra (8,
24, 29).

Erésen specifi-
kus

(3,5, 8, 22, 24,
29, 31)

B. afzelii PKo (ere-
detileg emberi
Erythema migrans
16zi6bdl izolalva
Németorszagban)
/megtisztitva E.
coli-b6l Ni-NTA-affi-
nitdskromato-

rekombinans

— er6sen immunogén epitopot. Az IgG-szeroldgidban a BBA36 fon-
tos jelzd elérehaladott Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fert6zések)
(10).

grafiaval
BBA36 In vivo kifejezett 22 kDa B. burgdorferi antigén, amely Ip54-re Erésen specifi- | B. afzelii MMS
(V1) kodolt. A BBA36 felmutat konzervalt — genospecies tagokon atnyald| kus (eredetileg fert6z6tt

kullancsbdl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bol Ni-NTA-affi-
nitaskromato-
gréfiaval

BB0323
(iv2)*,
rekombinans

In vivo kifejezett 42 kDa B. burgdorferi-antigén, amely kro-
moszéma-kddolt. A BBO323 felmutat konzervalt — genospecies ta-
gokon atnyul6 — erésen immunogén epitépot. A BBO323 fontos
jelz6 az IgG-szeroldgiaban elérehaladott Lyme-Borreliosis
(disszeminalt fertézések) esetén. (54)

Specifikus

B. burgdorferi ZS7
(eredetileg fert6zott
kullancsbol izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
b6l Ni-NTA-af-
finitaskroma-
togréafiaval

Crasp3
(iv3)*,
rekombinans

Complement regulator-aquiring surface protein3. In vivo kifejezett
21 kDa B. burgdorferi -fellileti antigén, amely cp32-8-ra kédolt. Az
Erp-csalad tagja. Az IgG-szeroldgiaban fontos jelzd elérehaladott

Erésen specifi-
kus

B. burgdorferi ZS7
(eredetileg fert6zott
kullancsbél izolalva

rekombinans

EBV
VCA-gp125

elérehaladott Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fertézések) (16).

Immundominans Epstein Barr “Virus Kapszid Antigén”. A VCA-
gp125 elleni LgM-antitestek Ujra eltlinnek, rendszerint néhany héttel
az EBV-fert6zés utan.

Erésen specifi-
kus jelz6 az
IgM-
szeroldgiaban
elsédleges
EBV-fertézés
esetén

Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fertézések). A Crasp3 alatamas- Németorszagban)/
ztja a komplement-rezisztenciat (11, 54). megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affi-
nitaskromato-
grafiaval
pG In vivo kifejezett 22 kDa B. burgdorferi antigén, amely cp32-3-ra Erésen specifi- | B. burgdorferi ZS7/
(ivay*, kodolt. Az Erp-csaléd tagja. Az IgG-szerolégiaban fontos jelz6 kus B. afzelii MMS

(eredetileg fert6zott
kullancsbdl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affi-
nitaskromato-
gréafiaval

A gp125 megtisz-
tatasa egészsejt
lizatumbdl (EBV-vel
fertézott human se-
jtek) torténik, affi-
nitaskromatografia
hasznalataval, mo-
noklonalis anti-
gp125 antitestek
hasznalataval
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Treponema Jelzé els6dleges, masodlagos és latens szifilisz esetén erésen specifi- | Treponema palli-

pallidum kus minden dum/

TpN17 fert6zési E. coli-bdl tisztitva
o allapotra Ni-NTA-affinitask-

rekombinans romatogréafiaval

(csak WE223G e-
setén)

*(iv1-4) = in vivo (iv) expresszalt antigének

9.4 Kiértékelési szempontok
A szerolégiai eredmények interpretaciéja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemiolégiai adatokat
valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratériumi leleteket.

A Borrelia antigének javasolt 6sszesité (IgM + IgG) értékelése
A biztonsagos Borrelia diagnosztikdhoz mind az 1IgG mind az IgM osztaly( LINE teszteket el kell végezni és egyittesen kell
kiértékelni azokat.

Csak a kimutatasi hatarérték (cut-off) savok intenzitasaval megegyez6 vagy annal nagyobb intenzitasu savok
értékelenddek pozitivnak.

IgM-ben fellép6 sav(ok) IgG-ben fellép6 sav(ok) Megitélés

Nincs sav ill. < hatarérték (cut-off)

. Lo f s sav.
Nincs sav ill. < hatarérték (cut-off) ,
vagy negativ

sav. vagy

1 1gG sav (kivéve VISE)

1 IgM sav (kivéve OspC) vagy VISE IgG sav hatarérték

OspC IgM savok

vagy vagy > 219G séav pozitiv
> 2 IgM sav
1 IgM sav és 119G sav pozitiv (*)

(*) A szurke sorban leirt jelkombinacié egyetlen IgM és egyetlen IgG sav kombinaciéjat jelzi, melyeket az dsszértékelésben
(IgM+1gG) pozitivnak értékellnk.

Pozitiv EBV-gp125 IgM-szeroldgiai eredmény esetén javasolt értékelés

Elsédleges EBV-fert6zés soran a poliklonalis B-sejt stimulacio a Borrelia burgdorferi sensu lato antigének elleni antitestreakciot
eredményezhet (55). Ez hamis pozitiv Lyme borreliosis lelethez vezethet. Az ilyen jellegl téves diagnézisok minimalis men-
nyiséglire csokkentése érdekében tartalmazza a VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot az Epstein Barr virus
kapszid (Viral Capsid Antigen) gp125 antigént. Ha az IgM- és/vagy IgG-szerol6giaban a Borrelia-antigének mellett a gp125 is
reagal az IgM hatarértéksavét meghaladé intenzitdssal, a biztonsag kedvéért a szérum teljes EBV-allapotat felul kell vizsgalni
(pl. a VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot reagenssel, rendelési szam: WE102G32/96 és VIROTECH EBV IgM LINE Im-
munoblot reagenssel, rendelési szam: WE102M32/96).

A EBV-gp125 -sav nincs érvényesitve likvordiagnosztikaban val6 alkalmazasra.

A TpN17-sav ajanlott értékelése
A Treponema pallidum TpN17 antigénsav (csak WE223G esetén)
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A Lyme borreliosis szerodiagnosztikaban megfigyelhetdk keresztreakciok mas mikroorganizmusokkal. Ennél fontos szerepet
jatszanak a herpeszvirus-fertézések (kilonésen az EBV), valamint bakterialis megbetegedések, pl. a syphilis. A Lyme borre-
liosis MiQ12/2000 javasolja: ,Hataresetli vagy pozitiv keresési teszt (Megjegyzés: a Lyme-borreliosis szerol6gia) esetén el kell
végezni Lues-keresési tesztet (pl. TPHA), hogy ki lehessen zarni a a treponema-antitestek keresztreagalasa miatti tévesen
pozitiv eredményeket.”

A TpN17-sav szolgél tévesen hatareseti/pozitiv eredmények felismerésére a Lyme borreliosis szerodiagnosztikaban, Tre-
ponema pallidum-fertézés (syphilis) keresztreagal6 antitestjeinek révén.

Ha az IgM- és/vagy IgG-reagensben VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 1gG LINE Immunoblot esetén > az IgG hatarértéksav
TpN17-savja és egyidejlileg a borreliosis antigén is reagal, a biztonsag kedvéért a szérum teljes syphilis-allapotat felil kell
vizsgalni (pl. a VIROTECH Treponema pallidum IgG LINE Immunoblot reagenssel, rendelési szam: WE150G16/32 és VIRO-
TECH Treponema pallidum IgM LINE Immunoblot reagenssel, rendelési szam: WE150M16/32).

Feltétlenul figyelembe kell venni:

a. Erzékenység és specificitas vonatkozasaban a TpN-17 sav nem helyettesitheti a teljes, differencialis syphilis
diagnozist.

b.  Negativ TpN17-antigénsav nem zarja ki alapvetéen a Treponema pallidum elleni antitestek jelenlétét.
A TpN17-antigénsavval kapott pozitiv eredményt megfeleld6 Treponema pallidum megerésité teszttel (pl.
VIROTECH WE150) kell bizonyitani.

d. A TpN-17-sav nincs érvényesitve likvordiagnosztikaban val6 alkalmazéasra.

Tipikus leletkonstellaciok

A Borrelia in vivo LINE csikokon az antigének olyan sorrendben kdvetik egymast, hogy az elsésorban a Lyme borreliosis korai
stadiumaban szenvedd betegek antitestjeivel reagald antigének (pl.: OspC, VISE-IgM, VISE-IgG) a csik felsd részén (a jelolés
fel6li részen) talalhatdak. Az elsésorban az elérehaladott Lyme borreliosisban szenvedd betegek antitestjeivel reagald anti-
gének (pl..p83, BBA36, BBO323, Crasp3, pG) a csik alsé részén (a jeldléstsl tavol esd részen) taldlhatéak. igy a savok
megoszlasa mar ranézésre is utal a fert6zés stadiumara (a koraitdl a késéi fazist Lyme borreliosisig).

Példak gyakoribb savkonstellaciékra az alabbi fert6zési stadiumok esetén:

Borreli6zis-stadium

IgM-szeroldgia: IgG-szerologia:
OspC VISE
korai VISE VISE
Lyme-borreliézis p39 VISE
> 2 sév semmi vagy VISE
OspC nincs
disszeminalt A pozitiv IgM savok VISE és p39
Lyme-borreliézis széama a nullatol az ;
osszesig terjedhet. 2 sav
Az IgM savok A fertézés elérehaladtaval rendszerint egyre
elérehaladott fokozatosan a hattérbe tobb 1gG sav Iép fel a legkiilonbdzdbb
Lyme-borreliézis moso6dnak kombinéacidkban.

p39, p83, VISE, ivl-4 (BBA36, BBO323,
Crasp3 és pG)

9.5 A teszt hatéarai
1. Negativ bloteredmény nem zarja ki teljesen egy B. burgdorferi s.I.- fert6zés lehetéségét. Lehetséges, hogy a mintat az
antitestek megjelenése elbtt vették, illetve, hogy az antitesttiter a teszt kimutatasi hatarértéke alatt van.
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A betegek antibiotikum-kezelése a betegség korai stadiumaban (35, 37) elnyomhatja az immunvalaszt, és ebben az eset-
ben nem lehet anti-B.burgdorferi specifikus antitestet kimutatni.

A Borrelia és egyéb Spirochaeték kozti keresztreakco Borreliara utalé sdvok megjelenéséhez és ezaltal hamis pozitiv
eredményhez vezethet. Pl. az alabbi fertdzésekben szenvedd betegek szérumai adhatnak keresztreakciét: Szifilisz ((Tre-
ponema pallidum), framboesia (Treponema pertenue), febris recurrens (epidémiés visszatérd laz) (Borrelia fajok), lepto-
spirézis (Leptospira fajok) (38). Hasonl6képpen herpesz virusok (HSV, CMV, Parvovirus) esetében is eldfordulhat ke-
resztreakci6 (34, 39). Ha VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 LINE Immunoblot (WE223G) esetén a Lyme borreliosis
antigén elleni reaktivitas mellett a TpN17-antigén elleni reaktivitas is megfigyelhetd, akkor tekintetbe kell venni a 9.4. (A
TpN17-sav ajanlott értékelése) alatt megadott Gtmutatokat.

Elsédleges EBV-fert6zés soran a poliklonalis B-sejt stimulécié a Borrelia burgdorferi sensu lato antigének elleni anti-
testreakciéhoz vezethet (34, 39). Ha VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot esetén a borreliosis antigének
elleni IgM- és/vagy IgG-reaktivitas mellett EBV-gp125 elleni reaktivitas is megfigyelhetd, differencialdiagnosztikaval ki kell
zarni a mononukleozist.

Ritka esetekben a betegszérumok "negativ’ savokat mutathatnak (s6tét hattér, fehér savok); ezeket a teszteket nem sza-
bad figyelembe venni, az immunoblot ezekben az esetekben nem értékelhetd. A szérumot mas szerologiai médszerekkel
kell ellendrizni.
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11. A teszt folyamatanak vazlata

A teszt kivitelezésének rovid leirdsa:

Mintainkubacio

Mosés
Konjugatum inkubacié

Mosas

Szubsztratinkubacio

Leéllitas

30 perc

3 x 5 perc
30 perc

3 x 5 perc
1x 1perc

10 £ 3 perc

3 x, kdztes inkubacié nélkul

15 pl paciensszérum/-plazma/100 pl kontroll
tesztenként 1,5 ml higit6- /mosopufferrel

Tesztenként 1,5 ml higit6- /mosépufferrel
1,5 ml munkaoldattal (1:100 higitott)

Tesztenként 1,5 ml higit6- /mosépufferrel
Desztillalt / ioncserélt vizzel

Tesztenként 1,5 ml szubsztratoldattal

Tesztenként 1,5 ml desztillalt / ioncserélt vizzel

Tablazat: konjugatum munkaoldat higitasa (kerekitve)

Csikok szama 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Higito- /mosépuffer 15ml | 30ml |45ml | 60ml | 75ml |9,0m |11,0ml |12,0ml |14,0ml | 150ml
Konjugatum koncentratum |45 |30 |asw |eoul | 75w |oowl | 110w | 120w | 140u | 1504
Végs$ térfogat 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Csikok szama 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Higito- /mosgpuffer 17,0m_| 180ml | 20,0ml | 21.0ml | 23,0ml | 24.0ml | 26,0ml | 27.0ml | 29,0ml | 30,0mi
Konjugatum koncentratum | 1,6 | 18041 | 20041 | 2104 | 2301 | 240u | 26041 | 270u | 2904 | 3004
Végs$ térfogat 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml| 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml
Csikok szama 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Higito- /mosgpuffer 32,0ml | 33,0ml | 350ml | 36,0m |380ml |39,0m |41.0ml |42,0m |440ml |450mi
Konjugatum koncentratum | 5,0 | 330, | 3504 | 360ul | 380ul | 390 | at0u | 4204 | 4404 | asoul
Végsé térfogat 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45 45m
Csikok szama 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Higitd- /mosépuffer 47,0ml_| 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0m |59,0ml | 60,0ml
Konjugatum koncentratum | 47, | 4gou | 5004l | 5104 | 530u | 5404 | 560u | 570w | 5904 | 600wl
Végss térfogat 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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