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1. Domeniul de utilizare
Kit de testare LINE Immunoblot pentru identificarea calitativa a anticorpilor 1gG, respectiv IgM specifici pentru B. burgdorferi in
sens larg, din serul uman.
Pe langa utilizarea sa la sero-diagnosticarea boreliozei Lyme, IgG Line Immunoblot este de asemenea adecvat pentru
diagnosticarea neuro-boreliozei in lichidul cerebrospinal. Va rugam comandati instructiuni separate pentru utilizare la sero-
diagnostic.
2. Principiul testului
Antigenele patogene sunt transferate pe o membrana de nitroceluloza folosind un procedeu special de pulverizare. Membrana
de nitroceluloza este taiata apoi Tn stripuri individuale.
Incubatia stripurilor de nitroceluloza purtatoare de antigen cu probe de ser / plasma umana permite detectarea anticorpilor
specifici existenti. Acesti anticorpi formeaza imuno-complexe cu antigenul fixat pe fasia test. Dupa indepartarea anticorpilor
nelegati, prin etapele de spalare, stripurile individuale de nitroceluloza sunt incubate cu anticorpi IgG sau IgM anti-umani
conjugati cu fosfataze alcaline. Dupa ce anticorpii conjugati nelegati au fost indepartati printr-o etapa ulterioara de spalare,
vizualizarea complexului antigen / anticorp (al anticorpilor legati) este realizata prin adaugarea unui substrat incolor care
formeaza precipitate albastru-violet (,benzi de antigen”) la fiecare loc Tn care s-au legat anticorpii anti umani conjugati. Reactia
enzima / substrat este oprita prin spalarea stripurilor de nitroceluloza cu apa distilata / deionizata. Tn functie de configurarea
observata a benzilor se poate interpreta prezenta anticorpilor IgG, respectiv IgM specifici.
3.  Continutul pachetului
3.1 Kit pentru 32 de determinari
1.  Stripuri test de nitroceluloza pentru testarea IgG, respectiv IgM cu antigen aplicat,
(stripuri solide stabilizate pe o folie de plastic), grupate intr-un carnet, gata de utilizare 1x 32 placi
2. Martor de intrerupere (cut off) IgG, respectiv IgM, ser uman, pre-diluat 1x 1,0 ml
3.  Tampon de dilutie / spalare, pH 7,3 (concentratie 10x), cu Tris i agent conservant 2x 50 ml
4. Conjugat IgG, respectiv IgM (concentratie 100x)
anti-uman (capra) - fosfataza alcalina -, cu agent conservant 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gata de utilizare 1x 57 ml
6. Fisade protocol de evaluare pentru notarea si arhivarea rezultatelor 1x 1 buc.
3.2 Kit pentru 96 de determinari
1.  Stripuri test de nitroceluloza pentru testarea IgG, respectiv IgM cu antigen aplicat,
(stripuri solide stabilizate pe o folie de plastic), grupate intr-un carnet, gata de utilizare 3x 32 placi
2. Martor de intrerupere (cut off) IgG, respectiv IgM, ser uman, pre-diluat 2x 1,0 ml
3.  Tampon de dilutie / spalare, pH 7,3 (concentratie 10x), cu Tris Si agent conservant 4ax 50 ml
4. Conjugat IgG, respectiv IgM (concentratie 100x)
anti-uman (capra) fosfataza alcaling, cu agent conservant 3x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gata de utilizare 3x 57 ml
6. Fisade protocol de evaluare pentru notarea si arhivarea rezultatelor 3x 1 buc.

Suplimentar, sunt disponibile la cerere:

Martor 1gG pozitiv sau IgMpozitiv, ser uman, control , pre-diluat, 0,5 ml.

Benzile pozitive > Pentru banda de intrerupere (cut off) consultati certificatul livrat impreuna cu kit-ul.
(Nr. comanda: IgG: WE222P60 / WE223P60 sau IgM: WE222P80)

Martor 1gG / IgM negativ, ser uman, pre-diluat, 0,5 ml.

Martorul negativ nu indica banda sau benzi relevante pentru evaluare. > Banda de separatie.

(Nr. comanda: 1gG/ IgM: WE222N10 sau WE223N60)
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4.

Depozitare si stabilitate

Depozitati kit-ul test la 2-8°C. Durata de valabilitate a componentelor individuale este mentionata pe eticheta corespunzatoare;

pentru durata de valabilitate a kit-ului consultati Certificatul de Control al Calitatii.

1.

a kM wDn

Nu expuneti componentele individuale ale kit-ului la temperaturi ridicate si nu le congelati.

Nu utilizati reactivii dupa data expirarii.

Nu expuneti reactivii la lumina intensa pe durata depozitarii sau a incubarii.

Solutia substrat de BCIP/NBT este fotosensibila si trebuie depozitata la intuneric.

Stripurile test de nitroceluloza : Utilizati stripurile imediat dupd ce au fost scoase din pung&. Inchideti din nou in
siguranta punga cu stripurile ramase si depozitati-o la 2-8°C. Atunci cand arhivati rezultatele, aveti grija ca stripurile test
de nitroceluloza si sabloanele sa fie protejate de lumina solara directa, pentru a evita decolorarea benzilor.

Material Stare Depozitare Stabilitate
1
Probe de analiza nediluate de la +2 péanala +8°C oo .
saptamana

L . ) de la +2 panala +8°C )
Stripuri de testare dupa deschidere ) N . 3 luni
(depozitare Tn punga livrata)

Controale dupa deschidere de la +2 péanala +8°C 3 luni
) dupa deschidere de la +2 péanala +8°C 3 luni
Conjugat
diluat de la +2 péanala +8°C ccabh
. ) de la +2 pana la +8°C (ferit )
Substrat dupa deschidere . 3 luni
de lumind)
. ) de la +2 pana la +8°C (ferit )
dupa deschidere . 3 luni
de lumind)
. o diluare finala (gata de . 4
Solutie de spalare » de la +2 péanala +8°C e
utilizare) saptamani

diluare finala (gata de )
sau la temperatura camerei

utilizare) saptamani
5. Precautii si atentionari

1. Drept seruri martor vor fi utilizate numai serurile care au fost testate si al caror rezultat a fost negativ pentru anticorpii
HIV1- ab, HIV2-ab, HCV-ab si antigenul de suprafata al hepatitei B. Totusi, probele, probele diluate, martorii si
conjugatele, precum si stripurile cu antigen, trebuie considerate drept materiale potential infectioase. Manipulati
produsele conform indicatiilor de laborator.

2. Laefectuarea testului Immunoblot utilizati pense din plastic si purtati manusi de protectie .

3. Respectati reglementarile locale Tn vigoare privind evacuarea deseurilor.

4. Baile de incubare sunt concepute de fabricant pentru unica folosinta. Refolosirea bailor de incubare se face pe riscul
utilizatorului. Daca acestea urmeaza a fi refolosite, va recomandam ca dupa utilizare sa dezinfectati baile de incubare
timp de cateva ore intr-o solutie de hipoclorit de sodiu 1%, sa le sa le clatiti apoi bine cu apa de robinet, urmata de apa
distilata sau deionizata.

6. Materiale necesare suplimentar (nu se livreaza)

N o okrwdRE

Tava de incubare (disponibila la cerere, cu nr. comanda: WE300.08)
Masa vibratoare (verticald, nu centrifugd)

O sticla de spalare (pisetd) pentru oprirea reactiei

Aparat de spalare pipete sau aparat de spalare maini

Micro-pipete 5 pl - 1.500 pl

Dispozitiv de umplere pipete

Eprubete, volum 2 - 20 ml
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8.
9.

Pensa din plastic
Apa distilata sau deionizata

10. Hartie defiltru

7. _Materialul de examinare
Ca material de analiza se pot utiliza serul si plasma (aici tipul anticoagulantilor nu are relevanta), chiar daca in acest prospect
se mentioneaza numai serul. Pentru utilizarea lichidului cerebrospinal, consultati instructiunile de utilizare separate LINE lichid
cerebrospinal.
8. Efectuarea testarii
Premisa pentru obtinerea unor rezultate corecte o constituie respectarea cu exactitate a modului de lucru conform manualului
VIROTECH Diagnostics
8.1 Pregatirea probelor
Per proba pacient este nevoie de 15 pl ser sau plasma. in cazul procesarii lichidului cerebrospinal / serului, se
utilizeaza exclusiv diluarea speciald, calculata individual pentru lichid cerebrospinal / ser, in functie de clasa Ig (a se
vedea instructiunile de utilizare LINE lichid cerebrospinal).
Probele de sange trebuie prelevate aseptic, prin punctie venoasa. Dupa coagularea completa se separa serul (lipseste
Tn cazul plasmei). Pentru o depozitare mai indelungata, serurile trebuie congelate la -20°C.
Se va evita repetarea congelarii si decongelarii.
Serurile inactivate termic, lipidice, hemolitice sau contaminate microbian, pot conduce la rezultate eronate si de aceea
nu trebuie utilizate.
Nu utilizati probe de ser tulburi (in special dupa decongelare), eventual centrifugati-le, (5 minute la 1.000 g), pipetati
supernatantul limpede si utilizati-1 la testare.
8.2 Pregatirea reactivilor
Pentru a facilita activitatile de rutina din laborator, toate testele LINE si EcoBlot pot fi procesate intr-o singura
determinare, cu aceiasi timpi de incubare si aceleasi componente — cand acestea sunt independente de parametri si
sarje. Martorii de intrerupere (cut off) au valori specifice parametrilor si lotului.
Tnainte de diluare concentratul corespunzator trebuie adus la temperatura camerei. Utilizati numai apa distilata /
deionizata de calitate superioara si Tnainte de folosire aduceti-o la temperatura camerei.
Amestecati bine dilutiile Tnainte de a Incepe testarea.
Tampon de diluare / spalare: Tamponul de diluare / spalare este livrat sub forma de concentrat 10x. Diluati
tamponul concentrat de diluare / spalare 1:10 cu apa distilata sau deionizata (10 ml / 50 ml/ 100 ml concentrat + 90
ml /450 ml/ 900 ml apa distilata sau deionizatd), amestecati bine.
Atét varianta diluata cét si cea concentrata a tamponului de dilutie/de spalare pot prezenta o coloratie galbuie.
Aceasta coloratie nu influenteaza in niciun mod valabilitatea tamponului de dilutie/de spalare sau functionalitatea si
capacitatea de diagnostic a setului de testare.
Conjugatul 1gG, respectiv IgM: Diluati conjugatul 1 + 100 cu tampon de diluare / spalare diluat final si amestecati bine.
Pentru fiecare proba de ser este nevoie de 1,5 ml de solutie de lucru cu conjugat. Vezi tabelul de diluare a conjugatului
(punctul: Procedura testului”).
Solutia substrat: Solutia substrat este livrata gata pentru utilizare.
8.3 Procedura testului Immunoblot

Atentie: Stripurile cu antigen pot fi testate numai pentru clasa Ig eliberata. (va rugam consultati eticheta de pe

carnetul blotului si marcajul de pe fiecare fasie test in parte).
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Pentru efectuarea si evaluarea corecta a testului Borreliain vivo LINE, fiecare etapa de testare trebuie
saincluda martorii corespunzatori de interupere (cut off) specifici parametrilor si lotului.

Pentru o diagnosticare sigura pentru Borrelia, testul LINE va fi efectuat in IgG si IgM.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

8.4

Pentru procesarea automatizatd a blot-urilor si LINE-urilor sunt omologate urmatoarele aparate: Apollo si Profiblot. Tn principiu
se preteaza toate bloturile automate uzuale in comert.

9.

Determinarea trebuie efectuata la temperatura camerei.

Pentru fiecare proba puneti 1 fasie 1n canalul unei tavi de incubare curate. Apucati fasia numai de capatul superior
marcat.

Pipetati cate 1,5 ml de tampon de diluare / spalare gata de utilizare la fiecare proba si puneti-le pe masa vibratoare.
Aveti grija ca stripurile cu antigen sa fie complet acoperite cu lichid, deoarece stripurile nu au voie sa se usuce pe durata
intregii proceduri de testare.

Stripurile solide cu antigen sunt complet umectate in interval de un minut si pot fi incubate asezate cu fatain sus, lateral
sau cu fata in jos.

Se pipeteaza céate 15yl ser / plasma de la pacient, respectiv 100ul substanta de stopare / control pozitiv sau
negativ, pe cat posibil pe portiunea superioara a capatului marcat al stripului. Incubati serul de la pacient si martorul
timp de 30 minute pe masa vibratoare. Aveti grija ca In timpul pipetarii si golirii ulterioare sa nu se produca nicio
contaminare incrucisata a probelor pacientilor.

Aspirati sau goliti cu atentie si complet lichidul din canale. Tn timpul golirii lichidului, stripurile cu antigen raman pe fundul
canalului. Scurgeti excesul de lichid pe o hartie de filtru.

Spalarea stripurilor: incubati cu cate 1,5 ml de tampon de diluare / spalare gata de folosire timp de 3 x 5 minute pe
masa vibratoare. Goliti sau aspirati intotdeauna in totalitate tamponul de spéalare. Tnaintea finalizarii ultimei etape de
spalare, pregatiti cantitatea necesara de dilutie de conjugat proaspat preparata (vezi tabelul).

Aspirati sau goliti Tn totalitate lichidul din canale (vezi punctul 6).

Pipetati cate 1,5 ml din dilutia de conjugat preparata, In canalul de incubare corespunzator si incubati timp de 30
minute pe masa vibratoare.

Goliti sau aspirati in totalitate lichidul din canale.

Spalarea stripurilor: incubati cu cate 1,5 ml tampon de dilutie / spalare gata de folosire 3 x 5 minute pe masa vibratoare.
Goliti sau aspirati intotdeauna n totalitate solutia tampon de spalare. Clatiti apoi 1 x 1 minute cu apa distilata /
deionizata.

Goliti sau aspirati in totalitate lichidul din canale (vezi punctul 6).

Pipetati cate 1,5 ml din solutia substrat gata preparata in canale si lasati sa reactioneze timp de 10 + 3 minute pe
masa vibratoare.

Stopati reactia de culoare prin scurgerea solutiei substrat. Spalati apoi fiecare fasie fara incubare intermediara, de 3 x
cu cate 1,5 ml de apa distilata / deionizata.

Scurgeti apa distilata / deionizata si [asati fasia sa se usuce pe o coala curata de hartie absorbanta. Colorarea fundalului,
care poate fi observata pe stripurile cu antigen, umede, dispare in totalitate cand stripurile s-au uscat complet. Stripurile
de antigen compacte necesita un timp de uscare completa mai lung decat in cazul stripurilor de antigen conventionale.
Pentru interpretare utilizati protocolul de calcul anexat. Notarea benzii de Tnalta specificitate pe fisa de protocol face
mai usoara interpretarea probelor pacientilor.

IPentru schema procedurii de testare vedeti ultima pagin

Utilizarea procesoarelor pentru Immunoblot

Interpretarea rezultatelor

Pentru o interpretare precisa, fiecare test LINE este prevazut cu doi martori:
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1. Martor pentru ser:

Banda de incubare a serului apare sub linia marcatoare numai dupa incubarea cu serul pacientului.

2. Martor pentru conjugat:
Fasia LINE dispune de o banda martor pentru conjugat, care apare dupa incubarea cu conjugatul corespunzator.

Procedura de testare este valabila, daca pe fasia cu antigen developata apar clar atat martorul serului, cat si martorul intern

al conjugatului.

Din fisa de protocol puteti stabili pozitia exacta a benzii pentru martorul serului si cel al conjugatului.

9.1

Interpretarea probelor pacientilor

Consultati fisa de protocol privind pozitia si notatia benzilor reactive.

Benzile IgM:
Benzile 1gG:

OspC, VISE-Mix, p39 si 0 banda EBV pentru diagnosticul de excludere
Benzile VISE-Mix, p39, p83/100, (ivl), (iv2), (iv3), (iv4) si TpN17 pentru testarea in scopul diagnosticului de

excludere (numai cu WE 223G)

9.2

Utilizarea martorului de intrerupere (Cut off)

Benzile cu intensitate mai slaba fata de banda cut off nu vor fi luate in considerare pentru interpretare.
Banda cut off IgM: OspC
Banda cut off IgG: VISE-Mix

9.3

Semnificatia antigenelor

Lista antigenelor de Borrelia burgdorferi, de Tnalta puritate (OspC) si recombinante (VISE, p83/100, p39, BBA36, BBO323,
Crasp3 si pG), Antigenul Viral Capsidic gp125 al EBV si antigenul TpN17. VISE-Mix consta din doua antigene recombinante ale

genospeciilor Borrelia burgdorferi s. s. si Borrelia garinii.

Antigen/ Semnificatia antigenilor Specificitatea | Tulpini
Denumire anticorpilor in | originale/Filtrare
LINE
OspC (p23), Outer surface-protein C. Lipoproteina codata plasmidica (6, 22, 26,| Specific B. afzelii PKo
antigen nativ 28). Markeri importanti pentru manifestarile boreliozei Lyme in| (3,8,22,28,30, (izolatala origine
o serologia IgM (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). 31, 32) din leziunea
curatat o s .
’ Semnificatie biologica: Erythema migrans
B. burgdorferi s. |. necesita OspC probabil pentru infectarea initiald la om in Germania)
cu succes a gazdei mamifere (46, 47, 48, 49). Spirochetele secretd| [ filtrata prin SDS-
OspC in capusa in timp ce aceasta se hraneste cu sange si in prima Page preparatorie
faza a infectiei gazdei mamifere (46). Dupa transferul spirochetelor|
in mamiferi, secretia de OspC este redusa. Pentru o infectig|
persistentd, lipoproteina nu pare necesara (47, 47). Tilly et al.
presupun ca OspC Tmpiedica, in prima faza a infectiei gazdei
mamifere, fagocitoza spirochetelor (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. Lipoproteina B. burgdorferi -| Specific B. burgdorferi B31
recombinant secretata in vivo, care prezinta Aepitopi puternic imunogeni, (izolata, la origine,
conservati, neasociatii cu genospecii. In serologia IgM, s-au remarcat] dintr-o capusa
reactii contra VISE, in special la serurile pacientilor cu borelioza Lyme| infectata din
incipientd. Tn serologia IgG, s-au remarcat reactii contra VISE Ig Shelter Island, N.
serurile pacientilor cu borelioza Lyme incipientd si avansata. in Y), B. garinii IP90
serologia IgG, VISE functioneaza ca un marker al boreliozei Lyme (izolata, la origine,
independent de stadiul de imbolnavire. VISE este un antigen 35-kDa, dintr-o capusa
codat Tn 1p28-1 (2). infectata din Rusia)
Semnificatie biologica: /
B.burgdorferi s.l. poate persista la mamifere infectate, in ciuda
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reactiei lor imune active. Se presupune ca variatia de antigen|
combinatorica a proteinei de suprafata VISE contribuie la aceastd
persistenta ca mecanism ,immune escape” (51, 52, 53).

Filtrata din E coli
prin cromatografie
de afinitate Ni-NTA

p39-(BmpA),
recombinant

Borrelial membrane protein A. Marker central, codat cromozomial (6,
19) in serologia IgG, pentru infectiile de borelioza Lyme diseminate|
(4, 8, 18).

Proteinele Bmp sunt lipoproteine cu functie necunoscuta.

Foarte specific
(4, 5, 6, 8, 14,
15, 18, 31, 32)

B. afzelii PKo
(izolata, la origine,
din leziunea umana
Erythema migrans,
in Germania)/
Filtrata din E. coli
prin cromatografie
de afinitate Ni-NTA

p83/100,
recombinant

Antigen asociat cu cilindrul protoplasmei, codat cromozomial (12,
13), conservat Tn interiorul B. burgdorferi s. I. (17) Marker central in
serologia IgG pentru borelioze Lyme avansate (8, 24, 29).

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

B. afzelii PKo
(izolata, la origine,
din leziune umana
Erythema migrans,
n Germania
[Filtrata din E. coli
prin cromatografie
de afinitate Ni-NTA

BBA36
(ivl)*,
recombinant

Antigen B. burgdorferi 22 kDa secretat in vivo, codat Tn Ip54. BBA36
prezinta epitopi puternic imunogeni, nespecifici unei anumite
genospecii. BBA36 este un marker important pentru boreliozele|
Lyme avansate (infectii diseminate) in serologia IgG (10).

Foarte specific

B. afzelii MMS
(izolata, la origine,
dintr-o capusa
infectata, in
Germania)/ Filtrata
din E. coli prin
cromatografia de
afinitate Ni-NTA

BBO323
(iv2)*,
recombinant

Antigen B. burgdorferi kDa 42 secretat in vivo, codat cromozomial.
BBO323 prezinta epitopi puternic imunogeni, nespecifici unei
anumite genospecii. BBO323 este un marker important pentru
boreliozele Lyme avansate (infectii diseminate) in serologia IgG. (54)

Specific

B. burgdorferi ZS7
(izolata, la origine,
dintr-o capusa
infectata in
Germania)/ Filtrata
din E. coli prin
cromatografia de
afinitate Ni-NTA

Crasp3
(iv3)*,
recombinant

Complement regulator-aquiring surface protein3. Antigen de
suprafata B. burgdorferi 21 kDa secretat in vivo, codat in cp32-8.
Membru al familiei Erp. Marker important pentru boreliozele Lyme|
avansate (infectii diseminate) in serologia IgG. Crasp3 sustine|
rezistenta la complement (11, 54).

Foarte specific

B. burgdorferi ZS7
(izolata, la origine,
dintr-o capusa
infectata n
Germania)/ Filtrata
din E. coli prin
cromatografia de
afinitate Ni-NTA

pG
(iv4)*,
recombinant

Antigen B. burgdorferi 22 kDa secretat in vivo, codat in cp32-3.
Membru al familiei Erp. Marker important pentru boreliozele Lyme|
avansate (infectii diseminate) in serologia IgG (16).

Foarte specific

B. burgdorferi ZS7/
B. afzelii MMS
(izolata la origine
dintr-o capusa
infectata din
Germania)/ Filtrata
din E. coli prin
cromatografie de
afinitate
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EBV Eppstein Barr imunodominant “Virus Capsid Antigen”. Anticorpii IgM| Marker

VCA-gp125

Treponema
pallidum
TpN17
recombinant
(doar pentru
WE223G)

Marker pentru sifilis primar, secundar si latent

foarte|

contra VGA-gpl125 dispar, de obicei, din nou, la cateva saptamani| specific n
dupa infectia primara cu EBV.

serologia IgM
pentru o infectie|
primara cu EBV|

foarte specific
pentru toate|
stadiile infectiei

Filtrarea gp125 are
loc din
Ganzzellysat
(celule umane
infectate cu EBV),
prin cromatografie
de afinitate,
folosind on anticorp
monoclonal anti-
125

Treponema
pallidum/

Filtrata din E coli
prin cromatografie
de afinitate Ni-NTA

*(ivl-4) = antigene exprimate in vivo (iv)

9.4 Criterii de interpretare

Interpretarea rezultatelor serologice va include intotdeauna tabloul clinic, datele epidemiologice si alti parametri de

diagnosticare.

Evaluarea generala (IgG si IgM) recomandata a antigenelor de Borrelia
Pentru o diagnosticare sigura a Borreliei, testul LINE va fi efectuat si interpretat Tn cadrul IgG si IgM.

Vor fi luate in considerare numai benzile cu intensitate > fata de banda cut-off.

Banda (benzile) aparuta(e) in IgM Banda (benzile) aparuta(e) in IgG Interpretare
Nicio banda, respectiv benzi < fata de
Nicio banda, respectiv benzi banda de cut-off )
N sau negativ
< fata de banda cut-off sau
1 banda IgG (cu exceptia VISE)
1 banda IgM (cu exceptia OspC) sau Banda VIsE 1gG lalimita
Banda OspC IgM
sau sau > 2 benzi IgG pozitiv
> 2 benzi IgM
1 banda IgM si 1 banda IgG pozitiv (*)

(*) Gruparea benzilor din ultimul rand gri ilustreaza combinatia dintre o singura banda in IgM plus o banda in IgG. Rezultatul

total (IgG si IgM) trebuie considerat pozitiv.

Interpretarea recomandata cu EBV-gp125 pozitiv in serologia IgM
Tn contextul infectiilor primare cu EBV se poate ajunge la reactivitati ale anticorpilor fata de antigenele Borrelia burgdorferi

sensu lato, datorita stimularii celulelor b policlonale (55). Aceasta poate conduce la un fals rezultat pozitiv pentru borelioza

Lyme. Pentru a diminua diagnosticele gresite de acest gen, testul VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot contine
Antigenul Capsidic Viral Epstein Barr gp125. Daca in serologia IgM si / sau 1gG nu numai antigenele Borrelia, ci si gp125
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reactioneaza cu o intensitate cel putin de valoarea benzii cut-off a IgM, situatia EBV definitiva a serului trebuie verificata ca o
masura de precautie (de ex. cu VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot; nr. comanda: WE102G32/96 si VIROTECH EBV IgM
LINE Immunoblot; nr. comanda: WE102M32/96).

Banda EBV-gp125 nu a fost autorizata pentru testarea in scopul diagnosticarii n lichidul cerebrospinal.

Evaluare recomandata pentru banda TpN17

Banda de antigen Treponema pallidum TpN17 (hnumai cu WE223G)

La testarea serului In scopul diagnosticarii boreliozei Lyme se observa reactii incrucisate cu alte microorganisme. Infectiile cu
virusul herpetic (in special EBV) si infectiile bacteriene, cum ar fi sifilisul, joaca un rol important. MiQ12/2000 pentru borelioza
Lyme face urmatoarea recomandare: ,Daca testul de clasificare este la limita sau pozitiv (Tn serologia boreliozei Lyme), trebuie
efectuat un test pentru sifilis (de ex. TPHA) pentru excluderea rezultatelor fals pozitive din cauza unei reactii incrucisate a
anticorpilor fata de Treponema.”

Banda TpN17 serveste la recunoasterea rezultatelor false la limita sau fals pozitive la testarea serului in scopul diagnosticarii
boreliozei Lyme, din cauza reactiei incrucisate a anticorpilor proveniti de la infectia cu Treponema pallidum (sifilis).

Daca la VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 1gG LINE Immunoblot banda TpN17 reactioneaza > fata de banda cut-off IgG si
in acelasi timp exista antigene de Borrelia in IgM si / sau IgG, trebuie testata ca o masura de precautie situatia definitiva a
sifilisului in ser (de ex. cu VIROTECH Treponema pallidum LINE, nr. comanda: 1IgG: WE150G16/32 si IgM: WE150M16/32).

Este esential a se retine urmatoarele aspecte:

a. Banda TpN-17 nu poate inlocui diagnosticarea diferentiala completa a sifilisului cu privire la sensibilitate si
specificitate.
b. banda negativa de antigen TpN17 nu exclude, Tn principiu, posibilitatea ca sa fie prezenti anticorpii fata de
Treponema pallidum.
c. Unrezultat pozitiv cu banda de antigen TpN17 trebuie confirmat cu ajutorul unui test adecvat de confirmare pentru
Treponema pallidum (de ex. VIROTECH WE150).
d. Banda TpN-17 nu a fost validata pentru utilizarea la testarea 1n scopul diagnosticarii Tn lichidul cerebrospinal.
Imagini tipice ale rezultatelor
Succesiunea antigenelor pe fasia Borrelia in vivo LINE a fost aleasa astfel incat antigenele care reactioneaza preponderent
cu anticorpii pacientilor avand borelioza Lyme Tn stadiu incipient (de ex.: OspC, VISE-IgM, VISE-IgG) sa fie localizate n partea
superioara a fasiei (langa linia marcatoare). Antigenele care reactioneaza preponderent cu anticorpii pacientilor cu borelioza
Lyme in stadiu avansat (de ex.: p83, BBA36, BBO323, Crasp3, pG) sunt in partea inferioara a fasiei (departe de linia
marcatoare). Deja prin aceasta, reprezentarea vizuala a amplasarii benzilor indica stadiul infectiei (de la borelioza Lyme in
stadiul incipient la cea in stadiul avansat).

Exemple de imagini ale benzilor in urmatoarele stadii ale infectiei:

Stadiu borelioza Serologia IgM Serologia lgG
OspC VISE
) VISE VISE
Borelioza Lyme
N T p39 VISE
in stadiu incipient - - e -
mai mult de 2 benzi fara benzi sau VISE
OspC fara benzi
. Este posibil sa nu apara nicio VISE si p39
Borelioza Lyme . . .
. L banda sau sa apara toate .
diseminata . 2 benzi
benzile IgM.
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Benzile IgM apar progresiv in| Odata cu evolutia infectiei apar de regula din
fundal. ce in ce mai multe benzi IgG in diferite
combinatii.

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

Borelioza Lyme in
stadiu avansat

9.5 Limitele testului

1.  Unrezultat blot negativ nu exclude complet posibilitatea unei infectii cu B. burgdorferi s.I. . Este posibil ca proba sa fi fost
recoltata Tnainte de aparitia anticorpilor sau ca titrul de anticorpi exista sub limita de detectare a testului.

2. Tratarea pacientilor cu antibiotice n stadiul incipient al bolii (35, 37) poate conduce la suprimarea raspunsului imun, astfel
Tncét nu se mai pot detecta anticorpii anti-B. burgdorferi.

3. Reactia incrucisata dintre Borrelia si alte spirochete poate conduce la aparitia unor benzi asociate cu Borrelia la testul
Western Blot, ceea ce poate conduce la un rezultat fals pozitiv. Serurile pacientilor cu urmatoarele infectii pot reactiona
incrucisat: sifilis (Treponema pallidum), framboesia (Treponema pertenue), febra recurenta (Borrelia spez.), leptospiroza
(Leptospira spec.) (38). In egalda masurd pot apirea reactii incrucisate in cazul virusului herpetic (EBV, CMV,
parvovirusului) (34, 39). Daca testul VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot (WE223G) indica
reactivitate nu numai la antigenele pentru borelioza Lyme, ci si reactivitate la antigenul TpN17, consultati comentariile de
la punctul 9.4 (Evaluarea recomandata pentru banda TpN17).

4. Tn contextul infectiilor primare cu EBV se poate ajunge la reactivitati ale anticorpilor fata de antigenele Borrelia burgdorferi
sensu lato, ca urmare a stimularii celulelor B policlonale (34, 39). Daca testul VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE
Immunoblot indica nu numai reactivitate IgM si / sau IgG fata de antigenele de Borrelia, ci si reactivitate fata de EBV-
gp125, trebuie exclusa diagnosticarea diferentiala a mononucleozei.

5. Incazurirare, pacientii pot prezenta benzi ,inverse* (fundal intunecat, benzi albe); acestea nu trebuie luate in considerare,
fnsemnand ca testul Immunoblot- nu poate fi evaluat n astfel de cazuri. Serul trebuie testat cu ajutorul altor metode
serologice.

6. Consultati si limitele testului, enumerate n capitolul 2: ,Relevanta diagnosticarii”.
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11. Simboluri

WE

=> consultati manualul de utilizare
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12. Schema procedurii de testare

Versiunea prescurtatd a procedurii de testare

Incubare probe

Spalare

Incubare conjugat

Spalare

Incubare substrat
Oprirea reactiei

30 minute

3 x 5 minute

30 minute

3 x 5 minute

1x 1 minute

10 £ 3 minute

3 x faraincubare intermediara

15 pl ser / plasma pacient /100 pl martor in cate 1,5

ml de tampon de diluare / spéalare

cu cate 1,5 ml de tampon de diluare / spéalare

cu 1,5 ml dilutie de lucru (1 + 100 )

cu cate 1,5 ml de tampon de diluare / spéalare

cu apa distilata / deionizata

fiecare cu cate 1,5 ml solutie substrat gata de utilizare
fiecare cu catel,5 ml de apa distilata / deionizata

Tabel diluare conjugat (valori rotunjite)

Numarul de stripuri 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tampon diluare /
« 1,5ml 3,0ml 4,5ml 6,0ml 7,5ml 9,0ml 11,0ml 12,0ml 14,0ml 15,0ml
spalare
Concentrat de
conjugat 15pl 30ul 45ul 60ul 75ul ool 110pl 120pl 140pl 150pl
Volum final 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Numarul de stripuri 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tampon diluare /
" 17,0ml 18,0ml 20,0ml 21,0ml 23,0ml 24,0ml 26,0ml 27,0ml 29,0ml 30,0ml

spalare
Concentrat de

) 170pl 180pl 200pl 210pl 230pl 240pl 260pl 270pl 290pl 300l
conjugat
Volum final 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml
Numarul de stripuri 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Tampon diluare /
spalare 32,0ml 33,0ml 35,0ml 36,0ml 38,0ml 39,0ml 41,0ml 42,0ml 44,0ml 45,0ml
Concentrat de

) 320l 330l 350l 360ul 380ul 390yl 410yl 420yl 440l 450l
conjugat
Volum final 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45ml
Numarul de stripuri 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Tampon diluare /
spalare 47,0ml 48,0ml 50,0ml 51,0ml 53,0ml 54,0ml 56,0ml 57,0ml 59,0ml 60,0ml
Concentrat de

) 470ul 480l 500pl 510pl 530pl 540pl 560pl 570pl 590pl 600pl
conjugat
Volum final 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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