VIROTECH Borrelia in vivo IgG LINE Immunoblot
(Borrelia in vivo IgG LINE-32; Borrelia in vivo IgG LINE-96)
Rendelési szam: WE222G32; WE222G96
VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot
(Borrelia in vivo IgM LINE-32; Borrelia in vivo IgM LINE-96)
Rendelési szam: WE222M32; WE222M96

VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot

(Borrelia in vivo + Tpn17 IgG LINE-32; Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE-96)
Rendelési szam: WE223G32; WE223G96

CSAK IN VITRO DIAGNOSZTIKAI CELOKRA

wl

Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH
Waldstrasse 23 A6
63128 Dietzenbach, Németorszag

Tel.: +49 6074 23698-0

Fax: +49 6074 23698-900

E-mail-cim: info.frankfurt@eu.goldstandarddiagnostics.com
Webhely: clinical.goldstandarddiagnostics.com

q3

Freigabedatum18.09.2024 11:23
REV 33 VIROTECH Borrelia in vivo IgG/IgM LINE Immunoblot HU


mailto:info.frankfurt@eu.goldstandarddiagnostics.com
https://clinical.goldstandarddiagnostics.com/

1. AIKAIMAZAS CEAlJA.......ceiiiiieiie i 3
2. A teszt MUKOAESH @IVE......cooiiiee et 3
3. A csomagtartalma..........cccccooiiiiiiiiiiiiii e e nnnnn . .3
3.1 Készlet 32 meghatarozashoz.... w3
3.2 Készlet 96 meghatarozashoz.... =}
4. A tesztkit és a reagensek tarolasa és eltarthatdsaga.........ccccceeveecccemeccrinee s s 4
5. Ovintézkedések és DiztonSAgi EIGITASOK........ccecerrrrrerereererereeeesssessseseesessessssssssssssssssssssssssssans 4
6. Tovabbi sziikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)..........cccccceeeriiiiiiicciiicmnnene e 4
7. Vizsgalati @nyag ......cocooiiiiiii i e
8. A vizsgalat elvégzése
8.1 A mintak el6készitése ........
8.2 A TEAGENSEK IOKESZIESE ...ttt ettt a ettt ettt et et 5
8.3 Az ImMMUNODIOt VIZSGAIAt @IVEGZESE ... ..ot 5
8.4 Immunoblot-processzorok alkalmazasa.......... ....6
9. A vizsgalati eredmények kiértékelése............oooiormiin e . ...6
9.1 A betegmintak kiértékelése...........cc.ccooivinnns ...6
9.2 A hatarérték (cut-off) kontrollok alKalMazZAsa.............oeiuiiiiiiiii et 7
9.3 AZ ANTIGENEK JEIBNTESE ...ttt et et b et e e ettt ea bt e bt e et e na e e st e e nan e nre et e
9.4 Kiértékelési szempontok .
9.5 AESZE NALATAI ... e
T 1o T F- 1 o

11. A teszt folyamatanak vazlata

Seite 2 von 14 REV 33
VIROTECH Borrelia in vivo IgG/IgM LINE Immunoblot HU Freigabedatum: 18.09.2024 11:23



1. Alkalmazas célja

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

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

2. A teszt miikodési elve

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

Az antigénhordozé nitrocellul6z csikok human szérum- vagy plazmamintakkal valé inkubacidja lehetévé teszi a jelenlévé spe-
cifikus antitestek kimutatasat. Ezek az antitestek immunkomplexeket képeznek a tesztcsikokra rogzitett antigénekkel. A meg
nem kotott antitesteket mosasi 1épések soran eltavolitjak, majd a nitrocellul6z-csikokat alkalikus foszfatazzal konjugalt anti-
human IgG illetve IgM antitestekkel inkubaljak. Miutan a meg nem koétott konjugalt antitesteket egy tovabbi mosasi 1épéssel
eltavolitjak, az antigén-antitest komplexek (a megkotott antitestek) lathatova tétele kdvetkezik egy szintelen szubsztrat
hozzdadasaval, mely enzimatikus atalakitas utan ibolyakék szinl csikokat (,antigén savokat‘) eredményez. Az enzim-
szubsztrat reakciot a nitrocellul6z-csikok desztillalt vagy ioncserélt vizben torténé mosasaval allitjiak le. A megjelené csikok
mintazata alapjan kovetkeztehetiink specifikus IgG illetve IgM antitestek jelenlétére.

3. A csomag tartalma

31 Készlet 32 meghatarozashoz
1. IgGiill. IgM Nitrocelluléz csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerésitve,
fizetekbe kotve, felhasznalasra kész 1x 32 csik
2. IgGiill. IgM hatarérték (cut-off) kontroll, human szérum, el8higitott 1x 1,0 ml
3. Higité- Imosopuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartositészerrel 2x 50 ml
4. lgG-ill. IgM-konjugatum (100x konc.)
Anti-human, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 1x 0,7 ml
5. Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznalasra kész 1x 57 ml
6. Kiértékelési protokoll az eredmények jegyz6kdnyvezéséhez és archivalasahoz 1x 1db
3.2 Készlet 96 meghatarozashoz
1. IgGiill. IgM Nitrocelluléz csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerésitve,
fizetekbe kotve, felhasznalasra kész 3x 32 csik
2. 1gGill. IgM hatarérték (cut-off) kontroll, human szérum, eléhigitott 2x 1,0 ml
3. Higité- Imosopuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartositészerrel 4x 50 ml
4. lgG-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 jegyz6kdnyvezéséhez és archivalasahoz 3x 1db

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

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

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

(Rendelési szam: IgG/IgM: WE222N10 ill. WE223N60)
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4. A tesztkit és a reagensek tarolasa és eltarthatésaga

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

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

A reagenseket a lejarati idén tul nem szabad felhasznaini.

Kerilje a reagensek erés fényben torténd tarolasat.

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

Nitrocelluloz tesztcsikok: A tasakbdl kivett tesztcsikokat azonnal fel kell hasznalni. A fel nem hasznalt csikokat
tartalmazé tasakot azonnal vissza kell zarni és 2-8°C ko6z6tt kell tarolni. Az eredmények archivalasahoz (a csikok
kifakulasanak megakadalyozasara) a nitrocelluléz tesztcsikokat feltétleniil védeni kell a kbzvetlen napfénytdl.

o oD

Anyag Allapot Tarolas Stabilitas
Vizsgalati mintak higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Tesztcsikok felbontas utan *2 es+8’ kozott (Tarolas a 3 hénap
mellékelt tasakban)
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Konjugatum
higitott +2 és +8°C kozott kb. 6 6ra
Szubsztratum felbontas utan *2¢és+8 C, kozott (fénytol 3 hénap
védve)
felbontas utan *2¢6s+8 C, ko6t (fénytdl 3 hénap
védve)
Mosadoldat véghigitott (hasznalatra kész) +2 és +8°C kozot 4 hét
véghigitott (hasznalatra kész) vagy szobah&mérséklet 2 hét

5. Ovintézkedések és biztonsagi eléirasok

1. Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B fellleti
antigénekre negativ eredményt mutatott szérum kerl alkalmazasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta,
konjugatum és nitrocellul6z tesztcsik potencidlisan fert6zd anyagnak tekintendd, és ennek megfeleld évatossaggal
kezelendd. A termékeke kezelése a laboratériumi munkara altalanosan vonatkozé szabalyok szerint torténjen.

2. Az immunoblot kivitelezése soran viseljen eldobhaté keszty(it és hasznaljon miianyag csipeszt.

A keletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfeleléen kell tarolni és elhelyezni.

4. Az inkubacios kadakat a gyartd csak egyszeri hasznalatra fejlesztette ki. Az inkubacids kadak t6bbszori hasznalata a
felhasznalo felel6ssége. Ha a tobbszori hasznalat mellett dont, javasoljuk, hogy az inkubaciés kadakat hasznalat utan
fert6tlenitse tdbb 6ran keresztil 1% natrium-hipoklorit oldatban, mosogassa el és alaposan 6blitse el csapvizzel majd
desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

e

6. Tovabbi sziikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)

Inkubacios kanna (igény esetén megrendelheté a WE300 rendelési szamon)08)
Razogép (vertikalis, nem korkoros)

Spriccflaska a reakcio leallitasahoz

Pipetta vagy kézi moso6 készilék

Mikropipettak: 5 pl — 1500 pl

Pipettahegyek

Mintaedények (csévek) 2-20 ml térfogattal

Mdianyag csipesz

Desztillalt vagy ioncserélt viz

© ©®NOORr WM~

N

Filterpapir
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7. Vizsgalati anyag

Vizsgalati anyagként hasznalhaté szérum és plazma (itt az antikoagulalas médjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van szé. Kérjiuk, liquor alkalmazasahoz nézze meg a kilén Liquor LINE hasznalati
Utmutatot.

8. Avizsgalat elvégzése

A munkautasitasok pontos betartasa a helyes eredmények elérésének elbfeltétele.

8.1 A mintak elékészitése

1. Paciensmintanként 15 pl szérum vagy plazma sziikséges. A liquor- és szérumfeldolgozasnal csak az |g-osztalyonként
kilon-kilon, individualisan kiszamolt liquor- és szérumhigitas alkalmazhato (lasd a Liquor LINE hasznalati utmutatot).

2. A vérmintakat 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. A tobbszori felolvasztast kerilni kell.

4. Héinaktivalt, hiperlipémias, hemolitikus és mikrobiologiailag fert6zott mintakat nem szabad felhasznalni, mivel hamis
eredményekhez vezethetnek.

5.  Zavaros szérummintakat (kiilondsen felolvasztas utan) nem szabad felhasznalni. Centrifugalas (5 perc, 1000 g) utan a
tiszta felliluszét lepipettazva, azt hasznalja fel a tesztben.

8.2 A reagensek el6készitése

1. Alaboratériumi rutinmunkat segitend6 az 6sszes LINE és EcoBlot egyetlen tesztfutamban, azonos inkubaciés idével,
kiildnb6z6 paraméter(i és kiilonbdzd 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 min&ségii, szobahémérsékleti
desztillalt vagy ioncserélt vizet hasznaljon.

3. Akihigitott munkaoldatokat alkalmazas el6tt alaposan keverije fel.

4. Higité- /mosoépuffer
A higité- /moséoldat 10-sz6rds toménységben kerll kiszerelésre. A higitd- /moséoldatot 01:10:00 aranyban higitsa
desztillalt vagy ioncserélt vizzel (10ml/50ml/100ml koncentratum + 90ml/450mI/900ml deszt./ioncserélt viz) és alaposan
keverje meg.
A higité-/moséfolyadék, mind tdmény, mind higitott allapotban sarga elszinez6dést mutathat. Ez a sarga elszinezédés
sem a higité-/mosdéfolyadék eltarthatésagat, sem a teszt eljaras mikodését és diagnosztikai megbizhatésagat nem
befolyasolja.

5. 1gG-ill. IgM-konjugatum:
A konjugatumot higitsa fel 1:100 aranyban (megfelel6en kihigitott) higité- /mosépufferben és jol keverje meg. Szérum
mintanként 1,5 ml konjugatum munkaoldat szikséges. Ld. konjugaciés higitasi tablazat (12. pont: ,A teszt folyamatanak
vazlata”).

6. Szubsztratoldat
A szubsztratoldatot felhasznalasra kész allapotban csomagoljuk és szallitjuk.

8.3 Az immunoblot vizsgalat elvégzése

Vigyazat: A nitrocellul6z tesztcsikokat csak a megadott Ig osztalyban szabad alkalmazni
(Id. a blotfiizetek cimkéjét és az egyes tesztcsikok jelolését).

A Borrelia in 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 diagnosztizalasahoz az LINE tesztet
az IgG és IgM osztalyban is ajanlott elvégezni.

1. Atesztet szobahémérsékleten kell végezni.
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2. Minden mintahoz helyezzen egy csikot egy tiszta inkubacios kad barazdajaba. A csikokat lehetéség szerint csak a
megjeldlt felsé véglikon érintse.

3. Pipettazzon 1,5 ml felhasznalasra kész higité- Imosopuffer minden tesztcsikra és helyezze az inkubaciés kannat a
razégépre. Ugyeljen ra, hogy a folyadék egyenletesen fedje be a nitrocelluléz tesztcsikokat; a csikoknak a teszt soran
végig nem szabad kiszaradniuk.

4. A meger®ésitett nitrocelluléz csikok egy perc alatt teliesen atnedvesednek és tetszés szerint inkubalhatéak a hatukra,
oldalukra vagy elllsé felukre fektetve.

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

6. A barazdakbdl a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy 6vatosan ontse le. A folyadék ledntésekor a nitrocelluléz
csikok a barazdak aljahoz tapadva maradnak. A maradék folyadékot csepegtesse ki egy papirtérélkdzére.

7. A csikok mosasa: inkubadlja a csikokat a razégépben, csikonként 1,5ml felhasznalasra kész higité- /mosoépufferben, 3 x 5
percig. A mosoépuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Az utolsdé mosasi Iépés befejezése elbtt készitse
el (higitsa ki) a sziikséges mennyiségi konjugatum munkaoldatot (Id. tablazat).

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

9.  Csikonként pipettazzon 1,5 ml-t az elézéek szerint elkészitet konjugatum munkaoldatbél a megfelel6 inkubacios
barazdakba és inkubalja a csikokat 30 percig a razégépben.

10. A barazdakbdl a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy Ontse le.

11. A csikok mosasa: inkubalja a csikokat a razégépben, csikonként 1,5ml felhasznalasra kész higité- /mosopufferben 3 x 5
percig. A mosépuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Végul oblitse le a csikokat 1 x 1 percig desztillalt
vagy ioncserélt vizben.

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

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

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

15.  Ontse le a desztillalt vagy ioncserélt vizet és szaritsa meg a csikokat egy tiszta papirtérélkézén. A nedves nitrocelluléz
tesztcsikokon megfigyelhetd hattér-elszinezédés a csikok megszaritasaval teljesen eltlinik. A meger6sitett nitrocellul6z
tesztcsikok a kdzénséges nitrocelluldz tesztcsikokhoz viszonyitva valamivel hosszabb id6t igényelnek a szaradashoz.

16. A kiértékeléshez hasznalja a mellékelt kiértékelési protokollt. A specifikus savok feliratozasa a protokoll-lapon és
kdzvetlenul a nitrocelluldz filteren megkonnyiti a betegmintak kiértékelését.

IA teszt folyamatanak vazlatat Id. az utolsé oldalon|

8.4 Immunoblot-processzorok alkalmazasa
A blotok és LINE-ok automatikus feldolgozasara az alabbi eszkdzdk vannak jévahagyva: Apollo és Profiblot. Alapjaban véve
minden kereskedelemben kaphato blotautomata alkalmas.

9. Avizsgalati eredmények kiértékelése

A biztos kiértékeléshez minden LINE csik két kontrollal van ellatva:
1. Szérum kontroll (= serum control):
Csak a betegszérummal valé inkubacié utan jelenik meg a jeldlési vonal (=markline) alatt a széruminkubacids sav.
2. Konjugacioés 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 el6hivott nitrocellul6z tesztcsikon mind a szérumkontroll, mind a belsd konjugéacios
kontroll sav egyértelmien lathato.
A szérum- és konjugacios savok pozicidjat a protokoll-lapon talalja.

9.1 A betegmintak kiértékelése
A reagal6 savok poziciojat és leirasat a jegyzdkdnyv lapon talalja.
IgM-savok: OspC, VIsE-Mix, p39 és egy EBV-sav kizarasos diagnosztikahoz
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laG-savok:
esetén)

9.2

A hatarérték (cut-off) kontrollok alkalmazasa

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

A hatéarérték (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
burgdorferi —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
tulnyuld — erésen immunogén epitépot mutatja. Az IgM-szeroldgia-
ban megfigyeltek VIsE-vel szembeni reaktivitast, kiiléndsen korai
Lyme-Borreliosisban szenvedé betegekt6l szarmazo szérum
esetén. Az IgG-szerologiaban megfigyeltek VISE-vel szembeni re-
aktivitast, korai és el6rehaladott Lyme-Borreliosisban szenved6 be-
tegektél szarmazo szérum esetén. A VISE az IgG-szeroldgiaban a
betegség stadiuman tulnyuld Lyme-Borreliosis jelz6ként szolgal. A
VIsE egy 35 kDa antigén, amely az I1p28-1-re kodolt (2).

Bioldgiai jelentéséq:

A B.burgdorferi s.|. képes a fert6z6tt emlésdkben fennmaradni
annak aktivimmunvalasza ellenére. Feltételezhetd, hogy a VISE
"immunmenekulési" mechanizmusként — hozzdjarul ehhez a
fennmaradashoz (51, 52, 53).

Antigén/ Az antigén jelentésége Az antitestek Eredeti torz-
Megnevezés specificitasa a | sek/megtisztitas
LINE-ben
OspC (p23), tisz- Outer surface-protein C. Plazmiddal kodolt lipoprotein (6, 22, 26, Specifikus B. afzelii PKo
titott nativ an- 28). Fontos jelz6 az IgM-szerolégiaban a Lyme-Borreliosis korai (3, 8, 22, 28, (eredetileg emberi
tigén megnyilvanulasakor (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). 30, 31, 32) Erythema migrans
Bioldgiai jelent6ség: |ézi6bdl izolalva
A B.burgdorferi s. |. szamara sziikséges az OspC, feltehetéen az Németorszagban) /
eml6s gazdaallat sikeres kezdeti megfert6zéséhez (46, 47, 48, 49). megtisztitva
A spirochaeték OspC-t fejeznek ki a kullancsban a vérszivas alatt, el6készité SDS-
és az eml6s gazdaallat fert6zésének korai szakaszaban (46). A Page segitségével
spirochaetak eml8sre valo atvitele utan az OspC-kifejezés ismét
leszabalyzédik. Ugy tinik, hogy a lipoprotein nem szilkséges
tovabbra is fennallo fertézéshez (47, 47). Tilly et al. feltételezik,
hogy az OspC az eml&s 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 fer-
t6z6tt kullancsbdl
izolalva New York
allam Shelter szi-
getén), B. garinii
IP90 (eredetileg
egy fertézott kullan-|
csbol izolalva Oros-|
zorszagban) /

E. coli-bdl tisztitva
Ni-NTA-affinitas-
kromatografiaval

p39 (BmpA), re-
kombinans

Borrelial membrane protein A. Kromoszoma-kédolt (6, 19), az IgG-
szerolégiaban kdzponti jelzé disszeminalt Lyme-Borreliosis fert6zé-
sekre (4, 8, 18).

A Bmp-fehérjék ismeretlen funkcioju lipoproteinek.

Erdsen specifi-
kus

(4,5,6,8, 14,

15, 18, 31, 32)

B. afzelii PKo (ere-
detileg emberi Ery-
thema migrans lé-
Ziobol izolalva Né-
metorszagban) /
megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affini-
taskromatografiaval
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p83/100,
rekombinans

Kromoszéma-kodolt, protoplazmahengerhez tarsitott antigén (12,
13), a B. burgdorferi s. |.-en belll konzervalva (17). Az IgG-szerol6-
giaban kdzponti jelz6 elérehaladott Lyme-Borreliosisra (8, 24, 29).

Erésen specifi-
kus

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

B. afzelii PKo (ere-
detileg emberi Ery-
thema migrans lé-
Ziébol izolalva Né-
metorszagban)
/megtisztitva E.
coli-bdl Ni-NTA-affi-
nitaskromatogra-
fiaval

BBA36
(iv1)*,
rekombinans

In vivo kifejezett 22 kDa B. burgdorferi antigén, amely Ip54-re ko-
dolt. A BBA36 felmutat konzervalt — genospecies tagokon atnyulé —
er6sen immunogén epitépot. Az IgG-szerolégiaban a BBA36 fontos
jelz6 elérehaladott Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fert6zések)
(10).

Erésen specifi-
kus

B. afzelii MMS
(eredetileg fert6zott
kullancsbodl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affini-
taskromatografiaval

BB0O323
(iv2)*,
rekombinans

In vivo kifejezett 42 kDa B. burgdorferi-antigén, amely kromos-
zéma-kodolt. A BBO323 felmutat konzervalt — genospecies tagokon
atnyuld — er6sen immunogén epitopot. A BBO323 fontos jelz6 az
IgG-szeroldgiaban elérehaladott Lyme-Borreliosis (disszeminalt fer-
tézések) esetén. (54)

Specifikus

B. burgdorferi ZS7
(eredetileg fert6zott
kullancsbdl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bol Ni-NTA-
affinitaskromatogra
fiaval

Crasp3
(iv3)*,
rekombinans

Complement regulator-aquiring surface protein3. In vivo kifejezett
21 kDa B. burgdorferi -feliileti antigén, amely cp32-8-ra kodolt. Az
Erp-csalad tagja. Az IgG-szerolégiaban fontos jelzé elérehaladott
Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fertézések). A Crasp3 alata-
masztja a komplement-rezisztenciat (11, 54).

Erésen specifi-
kus

B. burgdorferi ZS7
(eredetileg fert6zott
kullancsbdl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affini-
taskromatografiaval

pG
(iva)*,
rekombinans

In vivo kifejezett 22 kDa B. burgdorferi antigén, amely cp32-3-ra ko-
dolt. Az Erp-csalad tagja. Az IgG-szerologiaban fontos jelzd elére-
haladott Lyme-Borreliosisra (disszeminalt fert6zések) (16).

Immundominans Epstein Barr “Virus Kapszid Antigén”. A VCA-

Erésen specifi-
kus

Erésen specifi-

B. burgdorferi ZS7/
B. afzelii MMS
(eredetileg fert6zott
kullancsbdl izolalva
Németorszagban)/
megtisztitva E. coli-
bél Ni-NTA-affini-
taskromatografiaval

EBV ) . L AP o A gp125 megtisz-
VCA-gp125 gp125 eIIenlﬂLgM-aptltestek Ujra eltinnek, rendszerint néhany héttel| kus jelzd a% | tatasa egészseit Ii-
az EBV-fert6zés utan. IgM-szerologia-| )
L zatumbol (EBV-vel
ban els6dleges o |
EBV-fertézés fertézott human se-
esetén ]tek) torténik, affini-
taskromatografia
hasznalataval, mo-
noklonalis anti-
gp125 antitestek
hasznalataval
Treponema Jelzé els6dleges, masodlagos és latens szifilisz esetén erbsen specifi- | Treponema palli-
pallidum kus minden fer-| dum/
ToN17 t6zési allapotra| E. coli-bol tisztitva
p L Ni-NTA-affinitas-
rekombinans kromatografiaval
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(csak WE223G
esetén)

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

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

A Borrelia antigének javasolt 6sszesit6 (IgM + IgG) értékelése
A biztonsagos Borrelia diagnosztikdhoz mind az IgG mind az IgM osztalyu LINE teszteket el kell végezni és egylttesen kell
kiértékelni azokat.

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

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

Nincs sav ill. < hatarérték (cut-off)

sav.
Nincs sav ill. < hatarérték (cut-off) B
vagy negativ

sav. vagy

1 1gG sav (kivéve VIsE)

1 1gM sav (kivéve OspC) vagy VISE 1gG sav hatarérték

OspC IgM savok

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

(*) A szirke sorban leirt jelkombinacié egyetlen IgM és egyetlen IgG sav kombinacidjat jelzi, melyeket az 6sszértékelésben
(IgM+1gG) pozitivnak értékellnk.

Pozitiv EBV-gp125 IgM-szerolégiai eredmény esetén javasolt értékelés

Els6dleges EBV-fert6zés soran a poliklonalis B-sejt stimulacié a Borrelia burgdorferi sensu lato antigének elleni antitestreakciot
eredményezhet (55). Ez hamis pozitiv Lyme borreliosis lelethez vezethet. Az ilyen jellegli téves diagnézisok minimalis
mennyiséglire 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-szerolégiaban a Borrelia-antigének mellett a gp125 is
reagal az IgM hatarértéksavét meghaladé intenzitassal, a biztonsag kedvéért a szérum teljes EBV-allapotat felll kell vizsgalni
(pl. a VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot reagenssel, rendelési szam: WE102G32/96 és VIROTECH EBV IgM LINE
Immunoblot 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)

A Lyme borreliosis szerodiagnosztikaban megfigyelheték keresztreakciok mas mikroorganizmusokkal. Ennél fontos szerepet
jatszanak a herpeszvirus-fertézések (kulénésen az EBV), valamint bakterialis megbetegedések, pl. a syphilis. A Lyme
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9.5

borreliosis MiQ12/2000 javasolja: ,Hataresetli vagy pozitiv keresési teszt (Megjegyzés: a Lyme-borreliosis szerolégia) 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 szolgal tévesen hataresetii/pozitiv eredmények felismerésére a Lyme borreliosis szerodiagnosztikaban,
Treponema pallidum-fert6zés (syphilis) keresztreagalé antitestjeinek réveén.

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

Feltétlenil figyelembe kell venni:

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

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

d. A TpN-17-sav nincs érvényesitve likvordiagnosztikaban valé alkalmazasra.

Tipikus leletkonstellaciok

A Borrelia in vivo LINE csikokon az antigének olyan sorrendben kdvetik egymast, hogy az elsésorban a Lyme borreliosis korai
stadiumaban szenved6 betegek antitestjeivel reagalé antigének (pl.: OspC, VISE-IgM, VISE-IgG) a csik fels6 részén (a jelolés
fel6li részen) talalhatéak. Az elsésorban az elérehaladott Lyme borreliosisban szenvedé betegek antitestjeivel reagalé antigé-
nek (pl.;p83, BBA36, BBO323, Crasp3, pG) a csik als6 részén (a jeldléstél tavol esé részen) talalhatoak. igy a savok megosz-
lasa mar ranézésre is utal a fert6zés stadiumara (a koraitél a késéi fazisu Lyme borreliosisig).

Példak gyakoribb savkonstellacidkra az alabbi fertézési stadiumok esetén:

Borreliézis-stadium

IgM-szeroloégia:

lgG-szerolégia:

OspC VIsE
korai VISE VIsE
Lyme-borreliézis p39 VIsE

> 2 sav semmi vagy VISE
OspC nincs

disszeminalt A pozitiv IgM savok VISE és p39
Lyme-borreliézis szama a nullatol az i

2 sav

Osszesig terjedhet.

elérehaladott
Lyme-borreliozis

Az IgM savok

fokozatosan a hattérbe

mosodnak

A fert6zés el6rehaladtaval rendszerint egyre
tobb IgG sav lép fel a legklilonb6z6bb
kombinaciékban.

p39, p83, VIsE, iv1-4 (BBA36, BBO323,
Crasp3 és pG)

A teszt hatarai

1. Negativ bloteredmény nem zarja ki teljesen egy B. burgdorferi s.I.- fertézés lehetéségét. Lehetséges, hogy a mintat az
antitestek megjelenése elbtt vették, illetve, hogy az antitesttiter a teszt kimutatasi hatarértéke alatt van.

2. A betegek antibiotikum-kezelése a betegség korai stadiumaban (35, 37) elnyomhatja az immunvalaszt, és ebben az
esetben nem lehet anti-B.burgdorferi specifikus antitestet kimutatni.
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A Borrelia és egyéb Spirochaetak kozti keresztreakco Borreliara utalé savok megjelenéséhez és ezaltal hamis pozitiv
eredményhez vezethet. Pl. az alabbi fertézésekben szenvedd betegek szérumai adhatnak keresztreakciot: Szifilisz
((Treponema pallidum), framboesia (Treponema pertenue), febris recurrens (epidémias visszatérd laz) (Borrelia fajok),
leptospirodzis (Leptospira fajok) (38). Hasonloképpen herpesz virusok (HSV, CMV, Parvovirus) esetében is eldfordulhat
keresztreakci6 (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 utmutatokat.

Els6dleges EBV-fertézés soran a poliklonalis B-sejt stimulacioé a Borrelia burgdorferi sensu lato antigének elleni
antitestreakciohoz 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
szabad figyelembe venni, az immunoblot ezekben az esetekben nem értékelhetd. A szérumot mas szeroldgiai
modszerekkel kell ellenérizni.
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11. A teszt folyamatanak vazlata

A teszt kivitelezésének rovid leirasa:

Mintainkubacio

Mosas
Konjugatum inkubacio

Mosas

Szubsztratinkubacio

Leallitas

30 perc

3 x 5 perc
30 perc

3 x 5 perc
1 x 1 perc

10 + 3 perc

3 x, koztes inkubacio nélkiil

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

Tesztenként 1,5 ml higitd- /mosopufferrel
1,5 ml munkaoldattal (1:100 higitott)

Tesztenként 1,5 ml higitd- /mosopufferrel
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
Higité- /mosdpuffer 1,5m [ 3,0ml|45ml [60ml | 75ml | 9,0m | 11,0ml | 12,0ml | 14,0ml | 15,0ml
Konjugatum koncentratum | o\ |30, |45 |eow |75 |oow | 1104 | 120w | 1404 | 1504
Végss térfogat 1,515ml | 3,03ml_| 4,545ml | 6,06ml_| 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14mi | 15,15ml
Csikok szama 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Higitd- /mosopuffer 17,0ml_| 18,0ml_| 20,0m! | 21,0ml_| 23,0ml_| 24,0ml_| 26,0ml_| 27,0m! | 29,0ml_| 30,0ml
Konjugatum koncentratum | 176 | g0, | 200ul | 2104l | 230u | 24041 | 26041 | 2704l | 2904l | 3004l
Végs3 térfogat 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29mI | 30,3ml
Csikok szama 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Higits- /mosépuffer 32,0ml | 33,0ml | 350ml | 36,0ml | 38,0ml | 39.0ml | 41,0ml | 42,0ml | 44,0ml | 45,0mi
Konjugatum koncentratum | 550 | 3300 | 350u1 | 360ul | 380pl | 300ul | 410ul | 42041 | 440u1 | 45041
Végsd térfogat 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45 45ml
Csikok szama 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Higité- /mosdpuffer 47,0ml_| 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0m! | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Konjugatum koncentratum | ,76 | 4801 | 50041 | 510u | 5304 | 5404 | 56041 | 5704 | 59041 | 600yl
Végss térfogat 47 47ml | 48,48mi | 50,5ml_| 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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