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1. Cel zastosowania

Zestaw testowy linii Immunoblot do jakosciowego wykazywania swoistych przeciwciat IgG lub IgM Borrelia (B.) burgdorferi
sensu lato w surowicy ludzkiej.

Oprdcz zastosowania w diagnostyce serologicznej boreliozy z Lyme test IgG Line Immunoblot nadaje sie do zastosowania w
diagnostyce ptynu moézgowo-rdzeniowego na neuroborelioze. W celu zastosowania w diagnostyce ptynu mézgowo-
rdzeniowego nalezy zamowi¢ osobng instrukcje roboczg

2. Zasada przeprowadzania badan

Biatka antygenu czynnika chorobotworczego sg przenoszone za pomoca specjalnej metody rozpytowej na membrane
nitrocelulozowg. Membrana nitrocelulozowa zostaje nastepnie pocigta na pojedyncze paski.

Inkubacja optaszczonych antygenami paskéw z nitrocelulozy z probkami surowicy ludzkiej/osocza ludzkiego pozwala na
oznaczenie obecnych swoistych przeciwciat. Te przeciwciata stanowig immunokompleksy ze znajdujgcymi sie na paskach
testowych i tam umocnionymi antygenami. Po usunigciu niezwigzanych przeciwciat poprzez poszczegélne kroki procedury
mycia pojedyncze paski nitrocelulozy zostajg inkubowane wraz z antyludzkimi przeciwciatami IgG lub IgM koniugowanymi
alkaliczng fosfatazg. Po usunieciu poprzez dalszy krok w procedurze mycia niezwigzanych skoniugowanych przeciwciat
nastepuje uwidocznienie komplekséw antygendw/przeciwciat /przeciwciat zwigzanych/ poprzez dodanie nie barwionego
podioza-substratu, ktéry w wyniku enzymatycznej przemiany wytwarza niebiesko-fioletowe pasma /’pasma antygenu’/.
Reakcja enzymatyczno-substratowa zostaje zahamowana poprzez przemycie paskow nitrocelulozowych przy pomocy wody
destylowanej /dejonizowanej/. W zaleznosci od zaobserwowanego wzoru pasm mozna zamkna¢ /procedure/ w odniesieniu do
obecnosci swoistych przeciwciat IgG lub IgM.

3. Zawarto$¢ opakowania

3.1 Zestaw dla 32 okreslen
1. Paski testowe nitrocelulozowe IgG lub IgM z naniesionymi antygenami,
wzmocnione folig, posortowane w zeszycik, gotowe do uzycia 1x 32 paskéw
2. Sprawdzian IgG lub IgM typu Cut off, surowica ludzka, po rozcienczeniu wstepnym 1x 1,0ml
3. Bufor do rozcienczania/ptukania, pH 7,3 (10x stez.), ze srodkiem konserwujacym i Tris ~ 2x 50 ml
4. Koniugat IgG lub IgM (100x skoncentrowany)
antyludzki, (kozia)-alkaliczna fosfataza, ze srodkiem konserwujgcym 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gotowy do uzycia 1x 57 ml
6. Karta protokotu czynnosci oceniania
do protokotowania i archiwizowania wynikéw 1x 1 sztuka.
3.2 Zestaw dla 96 okreslen
7. Paski testowe nitrocelulozowe IgG lub IgM z naniesionymi antygenami,
wzmocnione folig, posortowane w zeszycik, gotowe do uzycia 3x 32 paskéw
8. Sprawdzian IgG lub IgM typu Cut off, surowica ludzka, po rozcienczeniu wstepnym 2x 1,0ml
9. Bufor do rozcienczania/ptukania, pH 7,3 (10x stez.), ze srodkiem konserwujacym i Tris ~ 4x 50 ml
10. Koniugat IgG lub IgM (100x skoncentrowany)
antyludzki, (kozia)-alkaliczna fosfataza, ze srodkiem konserwujgcym 3x 0,7 ml
11. Substrat (BCIP/NBT), gotowy do uzycia 3x 57 ml
12. Karta protokotu czynnosci oceniania
do protokotowania i archiwizowania wynikéw 3x 1 sztuka.

Na zyczenie dostepne réwniez:
IgG wzgl. IgM- kontrola dodatnia, ludzka surowica, po rozcienczeniu wstepnym, 1,0 ml.
Pasma dodatnie > punkt odciecia mozna znalez¢ w zatgczonym certyfikacie.
(nr katalog.: 19G: WE224P60 / WE225P60 wzgl. IgM: WE224P80)

1gG/IgM wzgl. 1gG - kontrola ujemna, ludzka surowica, po rozcienczeniu wstepnym, 1,0 ml.
Kontrola ujemna nie wykazuje zadnych pasm wzgl. zadnych istotnych dla interpretacji pasm > punktu odciecia.
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(nr katalog.: 1gG/IgM: WE224N10 wzgl. IgG: WE225N60)

4. Przechowywanie i okres trwatosci zestawu testowego oraz odczynnikéw

Zestaw testowy przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Okres trwatosci poszczegolnych komponentéw jest zaznaczony na

odpowiedniej etykiecie, okres trwatosci zestawu patrz certyfikat kontroli jakosci.

1. Poszczegdlnych odczynnikdw nie nalezy zamrazac i nie wystawia¢ ich na dziatanie wysokich temperatur.

2. Nie uzywac¢ odczynnikéw po uptywie ich daty waznosci.

3. Nalezy unika¢ sktadowania odczynnikéw w sytuacji /w pomieszczeniach/ jaskrawego swiatta.

4. Roztwor substratu BCIP/ NBT wrazliwy jest na $wiatto, dlatego przechowywany musi by¢é w pomieszczeniach /naczyniach/
ciemnych.

5. Paski testowe nitrocelulozowe: Po wyjeciu paskéw z torebki nalezy ich natychmiast uzy¢. Torebki z nieuzywanymi
paskami natychmiast znowu szczelnie zamkna¢ i przechowywaé¢ w temperaturze od 2 do 8°C. Dla archiwizowania wynikéw
paski testowe nitrocelulozowe muszg by¢ koniecznie chronione przed bezposrednim Swiattem stonecznym celem
unikniecia napecznienia poszczegolnych tasiemek.

Materiat Stan Przechowywanie Stabilnos¢
Probki bez rozcienczenia +2 do +8°C 1 tydzien
Paski testowe po otwarciu *2 do +8°C (przeqhowywanle Wils miesigce
dostarczonej torebce)
Kontrole po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
) po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Koniugat
po rozcienczeniu +2 do +8°C ok.6h
. +2 do +8°C (chronigc przed L
Substrat po otwarciu $wiatlem) 3 miesigce
0 otwarciu +2 do +8°C (chroniac przed 3 miesigce
P Swiattem) a
Roztwér do ptukania po ostatecznym rozcienczeniu +2 do +8°C 4 tygodnie
(gotowy do uzycia)
po ostatecznym rozcienczeniu . .
(gotowy do uzycia) lub temperatura pokojowa 2 tygodnie
5. Srodki ostroznosci oraz wskazéwki ostrzegawcze

1. Jako surowice kontrolne stosowane sg tylko takie surowice, ktéra zostaty przebadane i uzyskaty wynik negatywny na
przeciwciata przeciw HIV1, HIV2, HCV i antygen powierzchniowy wirusa Hepatitis B. Surowice kontrolne, prébki, préobki
rozcienczone, koniugaty i nitrocelulozowe paski testowe nalezy mimo to traktowaé jako materiat potencjalnie zakazny i
obchodzi¢ sie z nimi odpowiednio ostroznie. Obowigzujg odpowiednie wytyczne dotyczgce prac laboratoryjnych.

2. W trakcie przeprowadzania procedury Immunoblot nalezy nosi¢ rekawice jednorazowego stosowania i uzywac pincety
plastikowe;.

3. Usuwanie zuzytych materiatéw nastepuje zgodnie z wytycznymi obowigzujgcymi w danym kraju.

4.  Tace do inkubacji sg przeznaczone przez producenta tylko do jednorazowego uzytku. Wielokrotne uzycie tac do inkubacji
nastepuje na odpowiedzialnos¢ uzytkownika. W przypadku ewentualnego wielokrotnego zastosowania zalecamy
dezynfekcje tac do inkubacji po uzyciu przez kilka godzin w 1% roztworze podchlorynu sodu, ich czyszczenie oraz doktadne
ptukanie wodg wodociggowa i wodg destylowang / dejonizowang.

6. Materialy dodatkowo potrzebne (niezatgczone w zestawie)

1. Wanna inkubacyjna /w razie konieczno$ci mozna jg otrzymac¢ pod numerem zamoéwienia WE300.08/

2. Wstrzgsacz /pionowy, nie centryfugalny/

3. Butelka do wstrzyknig¢ dla wykonywania pomiarow

4. Pipeta lub urzgdzenie do mycia recznego

5.  Mikropipeta 5 pl - 1500 pl

6. Nasadki do pipet
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10.

7.

Rurki prébnicze /tubki do prébek/ - o pojemnosci od 2 do 20 ml
Pinceta plastykowa

Woda destylowana lub dejonizowana

Papier filtracyjny ffiltrowy/

Materiat badawczy

Jako materiat badawczy mozna zastosowaé surowice i osocze (przy tym nie ma znaczenia rodzaj antykoagulantéw), nawet
jesli w ulotce informacyjnej wymieniona jest tylko surowica. W celu zastosowania ptynu moézgowo-rdzeniowego nalezy
zapoznac sie z odrebng instrukcjg stosowania Liquor LINE.

8.

Przeprowadzanie testu /badania/

Doktadne przestrzeganie przepiséw roboczych VIROTECH Diagnostics jest warunkiem uzyskania prawidtowych wynikéw.

8.1 Przygotowanie prébek

13. Na probke pacjenta wymagane jest 15 pl surowicy lub osocza. Przy przetworzeniu ptynu mézgowo-
rdzeniowego/surowicy nalezy stosowaé wytgcznie indywidualnie obliczone rozcienczenie ptynu mdzgowo-
rdzeniowego/surowicy w zaleznosci od klasy Ig (patrz instrukcja stosowania Liquor LINE).

14.  Probki krwi nalezy pobiera¢ w warunkach aseptycznych poprzez punkcje zyty. Po catkowitej koagulacji nalezy oddzieli¢
surowice (nie dotyczy osocza). Chcac przechowywac probki diuzej surowice nalezy zamraza¢ w temperaturze -20°C.

15.  Unikac nalezy powtérnego zamrazania i rozmrazania surowic.

16. Surowice, ktére zostaly deaktywizowane w temperaturze dodatniej, lipemicznie, hemolitycznie lub kontaminowane
mikrobiologicznie prowadzi¢ moga do sfatszowanych wynikéw, dlatego tez nie powinny by¢ uzywane i wykorzystywane.

17.  Nie uzywac i nie wykorzystywaé zmetniatych probek surowicy /w szczegolnosci po ich rozmrozeniu/, w razie koniecznosci
centryfugowac /5 minut w sytuacji 1000 x g/, wyklarowa¢ /oczyscié/, odpipetowac warstwe gérng, po czym wykorzysta¢ w
tescie badawczym.

8.2 Przygotowywanie odczynnikéw

18. W celu dostosowania do procedur laboratoryjnych mozliwe jest przetwarzanie wszystkich testow LINE i EcoBlot w jednym
przebiegu testu z takimi samymi czasami inkubacji i sktadnikami niezaleznymi od parametréw/serii. Kontrole cut off sg
stosowane w spos6b swoisty dla parametréw i serii.

19. Przed rozcienczeniem wszystkich odczynnikéw testowych aktualny/dany koncentrat doprowadzi¢ nalezy do temperatury
pokojowej. Uzywaé jedynie wody destylowanej /dejonizowanej/ wysokiej jakosci, a badania i testy przeprowadza¢ w
temperaturze pokojowe;j.

20. Roztwory rozcienczone nalezy przed zastosowaniem ich do testow dobrze przemieszacé.

21.  Srodek myjny buforowy rozcienczajacy
Bufor do rozcienczania/ptukania jest dostepny w 10-krotnym stezeniu. Koncentrat buforu do rozciehczania/ptukania
rozcienczy¢ w stosunku 1:10 wodg destylowang lub dejonizowanga (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90ml/450m|/900ml
wody dest./dejonizowanej), dobrze wymieszac.

Zaréwno stezony, jak i rozcienczony bufor do rozcienczania/ptukania moze mie¢ ewentualnie zétte zabarwienie. Takie
z6ite zabarwienie nie ma wplywu na okres trwatosci buforu do rozcienczania/ptukania, ani na funkcjonalno$¢ i znaczenie
diagnostyczne testu.

22. Koniugat IgG lub IgM
Koniugat rozcienczy¢ 1 + 100 ostatecznie rozcienczonym buforem do rozcienczania/ptukania. Dobrze wymieszaé. Na jedng
probke surowicy wymagane jest 1,5 ml roztworu uzytkowego koniugatu. Patrz tabela rozcienczania koniugatu (punkt:
"Schemat przebiegu badania”).

23.  Roztwor substratu
Roztwor substratu dostarczany jest w stanie gotowym do uzytku.

8.3 Przeprowadzanie testu Immunoblot
Uwaga: Nitrocelulozowe paski testowe testowane by¢ moga jedynie w dozwolonej klasie Ig /zobacz - etykieta na
zeszyciku Blot oraz okreslenie na kazdym poszczegélnym pasku testowym/..
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Do prawidiowego wykonania i oceny testu Borrelia Europe LINE w kazdej probie musi wystepowac
swoista dla parametréw i serii kontrola cut off.

Dla pewnego zdiagnozowania Borrelia Europe LINE, nalezy ja przeprowadzaé¢ w opcji IgG oraz IgM.

24,
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31
32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

8.4

Test przeprowadza¢ nalezy w temperaturze pokojowe;.

W odniesieniu do kazdej probki wiozy¢ kazdorazowo 1 pasek do rynny czystej wanny inkubacyjnej. Paski dotyka¢ nalezy
mozliwie jedynie na oznakowanym goérnym ich koncu.

Pipetowaé kazdorazowo 1,5ml gotowego do uzytku Srodek myjny buforowy rozcienczajacy, po czym ustawié na
wstrzgsaczu. Zwracac¢ przy tym uwage na to, by paski testowe nitrocelulozowe réwnomiernie przykryte byty ptynem, paski
testowe bowiem nie mogg ulega¢ procesowi wysychania w trakcie catego okresu przeprowadzania testu.

Przykryte ptynem /dost. schowane/ paski testowe nitrocelulozowe cate sa nawilzane w czasie jednej minuty, i inkubowane
by¢ moga zaréwno w potozeniu grzbietowym, brzusznym lub bocznym.

Dodac¢ pipetg po 15 pl surowicy/osocza pacjenta lub 100 pl kontroli cut off/pozytywnej/negatywnej, w miare mozliwosci
przy gérnym, oznaczonym koncu paska. Surowice pacjenta oraz kontrole inkubowa¢ na wstrzgsaczu przez okres 30 minut.
W trakcie pipetowania i tagcznego odlewania zwraca¢ uwage na to, by nie doszto do kontaminacji krzyzowej/skrzyzowanej
poszczegdlnych probek pacjentow.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub ostroznie odlaé¢ ten ptyn. W przypadku odlewania ptynu paski testowe nitrocelulozowe
pozostajg na spodzie rynien i przylegajg do nich. Pozostate resztki ptynu odkropli¢ na papier chtonny /bibute/.

Mycie paskow: inkubowa¢ paski kazdorazowo na wstrzgsaczu uzywajac 1,5 ml gotowego do uzytku $rodka myjnego
buforowego rozciefczajgcego w czasie 3 x 5 minut. Za kazdym razem bufor myjny catkowicie odessa¢ lub odla¢. Przed
zakonczeniem ostatniego kroku myjnego sporzadzi¢ potrzebng ilos¢ roztworu w oparciu o swiezy roztwor koniugatu
/zobacz - tabela/.

Wyssac¢ plyn catkowicie z rynien lub odlaé /zobacz - punkt 6/.

Pipetowa¢ kazdorazowo 1,5 ml sporzgdzonego roztworu koniugatu do odpowiednich rynien inkubacyjnych, po czym
inkubowac¢ go na wstrzgsaczu 30 minut.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub odlac.

Mycie paskow: inkubowa¢ paski kazdorazowo na wstrzgsaczu uzywajac 1,5 ml gotowego do uzytku $rodka myjnego
buforowego rozcienczajacego w czasie 3 x 5 minut. Za kazdym razem bufor myjny catkowicie odessa¢ lub odla¢. Nastepnie
sptuka¢ woda destylowang lub wodga dejonizowana w czasie 1 x 1 minuta.

Wyssac¢ plyn catkowicie z rynien lub odla¢ (zobacz - punkt 6).

Pipetowa¢ kazdorazowo 1,5 ml gotowego do uzytku roztworu substratu do rynien, po czym rozwijaé go w czasie 10 + 3
minuty na wstrzgsaczu.

Zatrzyma¢ proces nabierania barwy poprzez odlanie roztworu substratu. Nastepnie my¢ paski bez inkubacji posredniej 3
X przy pomocy kazdorazowo 1,5 ml wody destylowanej lub wody dejonizowane;j.

Odla¢ wode destylowang /wode dejonizowang/, po czym suszyé paski na czystym zdolnym do wysysania ptynu papierze
/bibule/. Zabarwienie tta /podioza/, ktére mozna zaobserwowa¢ w odniesieniu do wilgotnych paskéw testowych
nitrocelulozowych, znika zupetnie w przypadku paskéw suszonych. Wzmochione paski testowe nitrocelulozowe wymagajg
w poréwnaniu do konwencjonalnych paskéw testowych nitrocelulozowych nieco wiecej czasu do zupetnego ich
wyschniecia.

Celem sporzgdzenia oceny wykorzysta¢ dotgczony protokédt oceny. Opisy i napisy szczegétowe na karcie protokotowej
utatwig Panstwu ocene probek pacjentow.

ISchemat przebiegu testu - zobacz strona ostatnia|

Zastosowanie procesoréw Immunoblot

Do zautomatyzowanego przetwarzania testéw Blot i LINE walidowane sg nastepujgce urzadzenia: Apollo i Profiblot.
Zasadniczo nadajg sie wszystkie dostepne w handlu automaty Blot.
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9. Ocenawynikéw badania
Dla dokonania bezpiecznej i pewnej oceny kazdy z paskéw LINE wyposazony jest w dwie kontrole:
1. Kontrola surowicy (= serum control): Jedynie po inkubacji z obecnoscig surowicy pacjentéw ukazuje sie pod linig
oznakowang /= markline/ pasmo inkubacyjne surowicy.
2. Kontrola koniugatu (= conjugate control): Pasek LINE jest wyposazony w pasmo kontrolne koniugatu, ktére pojawia sie
po inkubacji z odpowiednim koniugatem.
Przeprowadzenie testu jest udane /dost. aktualne/, gdy na rozwinietym pasku testowym nitrocelulozowym mozna rozpoznac
w sposéb wyrazny zaréwno kontrole surowicy, jak rowniez i wewnetrzng kontrole koniugatu. Pozycje paska kontrolnego
surowicy oraz paska kontrolnego koniugatu znajdziecie Panstwo w karcie protokotu.
9.1 Ocena prébek pacjentow
Pozycje oraz okreslenie pasm kontrolnych znajdziecie Panstwo w karcie protokotu.
Pasmo IgM: OspC, VISE-Mix, p39, DbpA-Mix oraz pasmo EBV do tzw. diagnostyki wykluczajgcej
Pasmo IgG: OspC, VISE-Mix, p39, DbpA-Mix lub DbpA-Pko, p58, p83 i pasmo TpN17 do diagnostyki wykluczajgcej (tylko
przy WE 225G)
9.2 Zastosowanie kontroli typu Cut off
Pasm, ktorych intensywnos¢ jest stabsza od pasm Cut off kontroli typu Cut off nie nalezy wcigga¢ do procesu oceny.
Pasmo IgM Cut off : OspC
Pasmo IgG Cut off: VISE-Mix
9.3 Znaczenie antygenow
Wykaz wykorzystanych wysoko oczyszczonych i rekombinowanych antygenéw Borrelia burgdorferi, antygen EBV-Viral Capsid
Antigen gp125 i antygen TpN 17. VISE-Mix skifada sie z dwéch rekombinowanych antygenéw genogatunkéw Borrelia
burgdorferi sensu stricto i Borrelia garinii. DbpA-Mix sktada sie z rekombinowanych genogatunkéw Borrelia garinii, Borrelia
bavariensis, Borrelia spielmanii i wysoko oczyszczonych Borrelia afzelii.
Antygen/ Znaczenie antygenow Swoistos¢ Szczepy
nazwa przeciwciat w pierwotne/oczyszczan
LINE ie
OspC (p23) Outer surface-protein C. Lipoproteina kodowana przez Swoistos$¢ B. afzelii PKo
wysoko plazmidy- (6, 22, 26, 28). Wazny mar‘ker manifest‘acji (3, 8, 22, 28, 30, (pigrwotnie -
wczesnej boreliozy z Lyme w badaniach serologicznych IgM | 31, 32) wyizolowane ze zmiany
oczyszczone 1, 4, 8,9, 15, 22, 28, 29, 31, 32). spowodowanej ludzkim
Znaczenie biologiczne: rumieniem wedrujgcym
B.burgdorferi s. I. wymaga przypuszczalnie OspC do (Erythema migrans) w
skutecznego poczgtkowego zakazenia ssaka-gospodarza Niemczech/oczyszczon
(48, 63, 70, 71). Do ekspresji OspC przez kretki dochodzi e poprzez preparacyjne
podczas wysysania krwi przez kleszcza i wczesnej fazy SDS-Page
zakazenia ssaka-gospodarza (48). Po przeniesieniu kretkdw
na ssaka dochodzi do ponownego zmniejszenia ekspresji
OspC. Wydaje sie, ze lipoproteina nie jest konieczna do
trwatego zakazenia (48, 63). Tilly i wsp. przypuszczajg, ze
OspC podczas wczesnej fazy zakazenia ssaka-gospodarza
uniemozliwiajg fagocytoze kretkéw (64).
VISE Variable major protein like sequence E. Lipoproteina z swoistos$¢ B. burgdorferi B31
rekombinowane ekspresja in vivo, wykazujgca zachowane epitopy o duzej (pierwotnie
immunogennosci, wykraczajgce poza genogatunki. W wyizolowane z
badaniach serologicznych IgM reaktywnos$¢ na VISE zakazonego kleszcza
obserwowana jest zwtaszcza w surowicach pacjentéw ze na Shelter Island, N.
wczesnymi boreliozami z Lyme. W badaniach serologicznych Y.), B. garinii IP90
IgG reaktywno$¢ na VISE obserwowana jest w surowicach (pierwotnie
pacjentéw ze wczesnymi i zaawansowanymi boreliozami z wyizolowane z
Lyme. VISE jest w badaniach serologicznych IgG markerem
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boreliozy z Lyme w réznych stadiach choroby. VISE jest
antygenem o 35 kDa, kodowanym na Ip28-1 (2).

Znaczenie biologiczne:

B. burgdorferi s.I. moze przetrwa¢ u zakazonych ssakéw
mimo aktywnej odpowiedzi odpornosciowej. Przypuszcza sie,
ze kombinacyjna zmiennos¢ antygenowa biatka
powierzchniowego VISE przyczynia sie do tej przetrwatosci
jako mechanizm ,immune escape” (42, 44, 56).

zakazonego kleszcza w
Ros;ji) /

oczyszczone z E. coli
poprzez zastosowanie
chromatografii
powinowactwa Ni-NTA

p39 (BmpA)
rekombinowane

Borrelial membrane protein A. Kodowany chromosomalnie
(6, 19), kluczowy marker w badaniach serologicznych IgG
rozsianych zakazen boreliozy z Lyme (4, 8, 18).

Proteiny Bmp sa lipoproteinami o nieznanej funkc;ji (43, 57,
62).

duza swoistos¢
(4,5, 6, 8, 14, 15,
18, 31, 32)

B. afzelii PKo
(pierwotnie
wyizolowane ze zmiany
spowodowanej ludzkim
rumieniem wedrujgcym
(Erythema migrans) w
Niemczech/oczyszczon
e z E. coli poprzez
zastosowanie
chromatografii
powinowactwa Ni-NTA

DbpA wysoko
oczyszczone
(DbpA Pko)/
rekombinowane
(DbpA PBI, PBr,
Al14 S)

Decorin binding protein A (réwniez Outer surface protein 17
lub p17).

Lipoproteina kodowana przez plazmidy. Biatka DbpA

z roznych izolatéw patogennych dla ludzi gatunkéw B.
burgdorferi, B. afzelii, B. garinii, B. bavariensis i B. spielmanii
opisano jako antygeny wrazliwe i swoiste, ktére uzupetniajg
sie wzajemnie w swojej reaktywnosci (47, 60, 61, 69). Sa to
markery serologii IgM i IgG, przede wszystkim dla
neuroboreliozy i boreliozowego zapalenia stawéw (50, 52, 57,
58, 59, 60).

Znaczenie biologiczne:

Adhezja drobnoustrojéw do tkanek gospodarza stanowi
wczesny, krytyczny krok w patogenezie wiekszosci choréb

zakaznych. Rozne gatunki Borrelia powodujg ekspresje
dwdch, ulegajgcych ekspresji na powierzchni adhezyn
wigzgcych dekoryne, DbpA i B, ktdre posredniczg w wigzaniu
kretkdw do macierzy zewnatrzkomdrkowej gospodarza.
Kretki Borrelia przedostajg sie w Slinie kleszcza do skory
wiasciwej i wigzg sie tam z wiéknami kolagenowymi lub
poprzez adhezyny wigzgce dekoryne A i B ze zwigzanym

z kolagenem proteoglikanem - dekoryng (46, 49, 72).

duza swoistosé

B. bavariensis PBi i B.
garinii PBr (pierwotnie
wyizolowane z pfynu
mozgowo-rdzeniowego
pacjenta

z neuroboreliozg

w Niemczech), B.
spielmanii A14S
(pierwotnie
wyizolowane ze zmiany
spowodowanej
rumieniem wedrujgcym
(Erythema migrans)

w Holandii /
oczyszczone z E. coli
poprzez zastosowanie
chromatografii
powinowactwa Ni-NTA

B. afzelii PKo
(pierwotnie
wyizolowane ze zmiany
spowodowanej ludzkim
rumieniem wedrujgcym
(Erythema migrans)

w Niemczech/oczyszcz
one poprzez
preparacyjne SDS-
Page

p58 (OppA-2)
rekombinowane

Oligopeptide permease protein A-2 (OppA-2). Lipoproteina
kodowana chromosomalnie, ktéra jest zachowywana miedzy
gatunkami (54). Wazny marker boreliozy z Lyme

w zaawansowanym stadium w badaniach serologicznych 1gG
(47, 51, 57, 67, 68).

Znaczenie biologiczne:

duza swoistos¢

B. bavariensis PBi
(pierwotnie
wyizolowane z ptynu
mdézgowo-rdzeniowego
pacjenta

Z neuroboreliozg

w Niemczech)
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OppA jest transporterem membranowym, ktéry moze
odgrywac role w adaptacji B. burgdorferi s. |. do otoczenia

oczyszczone z E. coli
poprzez zastosowanie

powinowactwa

Lyme w zaawansowanym stadium (8, 24, 29) w badaniach
serologicznych IgG.

Immunodominujacy antygen kapsydu wirusa Epsteina Barra

EBV
VCA-gp125° ,,EpstglnkB?;'E:qusé:gpsm Ar;tlge.nk. 'Prﬁ;w:ua*z IgM
rzeciw - r n n
oczyszczone za P ec. .0 9 z reguly znikajg kflka tygedni po
zakazeniu EBV.
pomoca
chromatografii

Marker kity pierwszorzedowej, drugorzedowej i utajone;.

Marker o duzej
swoistosci w
badaniach
serologicznych
IgM zakazenia
pierwotnego
EBV.

duza swoistos¢

chromatografii
gospodarza (55, 66). powinowa%:twa Ni-NTA
p83/100 Chromosomalnie kodowany, zwigzany z cylindrem duza swoistos$¢ B. afzelii PKo
rekombinowane | protoplazmatycznym antygen (12, 13), zachowany w B. (3,5, 8, 22, 24, (pierwotnie
burgdorferi sensu lato (17). Kluczowy marker boreliozy z 29, 31) wyizolowane ze zmiany

spowodowanej ludzkim
rumieniem wedrujgcym
(Erythema migrans) w
Niemczech/oczyszczon
e z E. coli poprzez
zastosowanie
chromatografii
powinowactwa Ni-NTA

Oczyszczanie gpl25
nastepuje z lizatu
petnych komérek
(zakazone EBV
komorki ludzkie) za
pomoca chromatografii
powinowactwa przy
uzyciu monoklonalnego
przeciwciata przeciw
gpl25.

Treponema Treponema pallidum/
pallidum dla wszystkich oczyszczone z E. coli
ToN17 stadiow poprzez zastosowanie
P . zakazenia chromatografii

rekombinowane powinowactwa Ni-NTA
(tylko przy
WE223G)

9.4 Kryteria oceny

Interpretacja serologicznych wynikow powinna w kazdym przypadku do analizy ogodlnej wigczaé obraz kliniczny, dane
epidemiologiczne oraz dalsze bedgce do dyspozycji badajgcego laboratoryjne wyniki badania i ogledzin.

Oceniane beda pozytywnie jedynie te pasma, ktére wykazujg intensywnos¢ > pasm typu cut off.

Zalecana ocena IgM*

Wystepujace pasmo (-a) Ocena
Wystepowanie =2 pasm:
p39 (BmpA), OspC (p23), DbpA-Mix, VISE-Mix Pozytywna

lub
wyizolowane OspC (p23)

Wartosci graniczne
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Tylko jedno pasmo:
p39 (BmpA), DbpA-Mix, VIsE-Mix

Zadne z nastepujacych pasm > pasm cut off: Negatywna

p39 (BmpA), OspC (p23), DbpA-Mix, VISE-Mix

Zalecana ocena IgG!

Wystepujace pasmo (-a) Ocena

Wystepowanie 2 pasm:
Pozytywna

p83/100, p58 (OppA-2), p39 (BmpA), OspC (p23),
DbpA-Mix i/lub DbpA-PKo, VISE-Mix

Tylko jedno pasmo:
p83/100, p58 (OppA-2), p39 (BmpA), OspC (p23),
DbpA-Mix i/lub DbpA-PKo, VISE-Mix

Wartosci graniczne

Zadne z nastepujacych pasm > pasm cut off:
p83/100, p58 (OppA-2), p39 (BmpA), OspC (p23),
DbpA-Mix i/lub DbpA-PKo, VISE-Mix

Negatywna

* Oba pasma DbpA (Mix i PKo) sg oceniane w IgG wspdlnie jako 1 pasmo.

Polecana ocena w odniesieniu do pozytywnego VCA-gp125 w serologii IgM

W ramach pierwotnej infekcji EBV doj$¢ moze w oparciu o poliklonalng stymulacje komoérek B do aktywnosci przeciwciat
przeciwko Borrelia burgdorferi sensu lato. Wynikngé stgd moze btednie pozytywna ocena boreliozy z Lyme. Celem
zminimalizowania tego typu diagnoz fatszywych VIROTECH Borrelia Europe IgM LINE Immunoblot zawiera antygen Epstein
Barr Viral Capsid gp125. Jesli oprécz gp125 reagujg réwniez antygeny Borrelia (w IgM i/lub 1gG) z intensywnoscig > pasm cut
off IgM, nalezy dla pewnosci sprawdzi¢ rowniez catkowity status EBV w surowicy (np. za pomocg testu VIROTECH EBV IgG
LINE Immunoblot, nr zam. WE102G32/96 i VIROTECH EBYV IgM LINE Immunoblot nr zam.: WE102M32/96).

Zalecana ocena pasma TpN17

Pasmo antygen6w Treponema pallidum TpN17 (tylko WE225G)

Podczas diagnostyki serologicznej boreliozy z Lyme obserwowane sg reakcje krzyzowe z innymi mikroorganizmami. Wazng
role odgrywajg tu zakazenia wirusem opryszczki (zwtaszcza EBV) oraz bakteryjnie uwarunkowane choroby, takie jak kita.
Zalecenia dotyczace prawidtowej diagnostyki boreliozy z Lyme ,Lyme-Borreliose MiQ12/2000” sg nastepujace: ,W przypadku
uzyskania granicznego lub pozytywnego wyniku testu przesiewowego (przyp.: diagnostyki serologicznej boreliozy z Lyme)
nalezy wykonac test przesiewowy w kierunku kity, aby wykluczy¢ fatszywie pozytywne wyniki wywotane reagujgcymi krzyzowo
przeciwciatami skierowanymi przeciwko kretkom.”

Pasmo TpN17 stuzy do rozpoznania fatszywie granicznych/pozytywnych wynikéw w diagnostyce serologicznej boreliozy z
Lyme wywotanych reagujacymi krzyzowo przeciwciatami z powodu zakazenia Treponema pallidum (kity).

Jesli w tescie VIROTECH Borrelia Europe + TpN17 IgG LINE Immunoblot pasmo TpN17 reaguje > pasma cut off IgG i
réwnoczesnie antygeny borelii w IgM i/lub 1gG, nalezy dla pewnosci sprawdzi¢ catkowity status kity w surowicy (np. za pomoca
testu VIROTECH Treponema pallidum IgG LINE Immunoblot i VIROTECH Treponema pallidum IgM LINE Immunoblot
WE150).
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10.

Nalezy bezwzglednie przestrzegac:

a. Pasmo TpN17 nie moze w odniesieniu do czutosci i swoistosci zastgpi¢ catkowitej diagnozy réznicowej
kity.

b. Negatywny wynik dla pasma antygenéw TpN17 nie wyklucza zasadniczo mozliwosci wystepowania
przeciwciat skierowanych przeciwko Treponema pallidum.

C. Pozytywny wynik dla pasma antygendéw TpN17 nalezy potwierdzi¢ odpowiednimi testami dla Treponema
pallidum (np. VIROTECH WE150).

d. Pasmo TpN-17 nie jest walidowane do stosowania w diagnostyce ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Granice testu
Negatywny wynik testu Blot nie wyklucza catkowicie mozliwosci wystepowania zakazenia Borrelia- Probka mogta zosta¢
pobrana przed wystgpieniem przeciwciat lub tez miano przeciwciat lezy ponizej granicy stwierdzania-wykazywania testu.
Leczenie pacjentéw antybiotykami we wczesnym stadium schorzenia /35, 37/ prowadzi¢ moze do sttumienia/zatajenia
odpowiedzi immunologicznej do tego stopnia, iz nie bedg mogtly zosta¢ wykazane/stwierdzone przeciwciata swoiste dla
anty-B.burgdorferi.
Reakcja krzyzowa pomiedzy Borrelia oraz innymi kretkami, prowadzi¢ moze do wystgpienia zasocjowanych z Borrelig
pasm, co moze ostatecznie doprowadzi¢ do fatszywego pozytywnego wyniku. Surowice pacjentéw z na przyktad
nastepujgcymi - nizej podanymi - infekcjami mogg reagowaé w sposoéb krzyzowy: syfilis (Treponema pallidum), malinica,
frambezja, jagodzica (Treponema pertenue), gorgczka powrotna (Borrelia spec.), leptospiroza (Leptospiren spec.) (38).
Réwniez w przypadku wiruséw opryszczki (HSV, CMV) i Parvovirus doj$¢ moze do reakcji krzyzowych (34, 39). Jesli w
tescie VIROTECH Borrelia Europe + TpN17 IgG LINE Immunoblot (WE225G) wykazywana jest oprocz reaktywnosci na
antygeny boreliozy z Lyme réwniez reaktywnos$é na antygen TpN17, nalezy uwzgledni¢ informacje podane w punkcie 9.4
(Zalecana ocena pasma TpN17).
W ramach pierwotnej infekcji w oparciu o poliklonalng stymulacje komérkowg B dojs¢ moze do aktywnosci przeciwciat
przeciwko Borrelia burgdorferi sensu lato (34, 39). Jesli w tescie VIROTECH Borrelia Europe IgM LINE Immunoblot
wykazywana jest oprécz reaktywnosci na antygeny Borrelia (IgM i/lub IgG) réwniez reaktywnos$¢ na EBV-gp125, konieczne
jest wykluczenie mononukleozy poprzez przeprowadzenie diagnostyki réznicowe;.
W rzadkich przypadkach surowice pacjentéw wykazywaé mogg ,ré6zne” pasma /ciemne podtoze-tlo, biate pasemka/, nie
nalezy ich jednak oceniaé, co oznacza iz Immunobilot nie jest w tych przypadkach mozliwy do ocenienia. Surowica powinna
w tym przypadku zosta¢ przebadana przy pomocy innych serologicznych metod.
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12. Schemat przebiegu testu

Przeprowadzanie testu w formie skréconej:

Inkubacja prébek 30 minut 15 pl surowicy/osocza pacjenta / 100 pl
kontrola w kazdorazowo 1,5 ml Srodka
myjnego buforowego rozcienczajgcego

Mycie 3 x 5 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml $rodka
myjnego buforowego rozcienczajgcego

Inkubacja koniugatu 30 minut Z obecnoscig 1,5 ml roztworu uzytkowego
(1+100)

Mycie 3 x 5 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml $rodka
myjnego buforowego rozcienczajgcego

1 x 1 minuta Z obecnoscig wody destylowanej lub dejoni-
zowanej

Inkubacja substratu 10 £ 3 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml
roztworu substratu

Zatrzymywanie 3 x bez fazy posredniej Z obecnoscig kazdorazowo Mit je 1,5 ml wody

inkubowania destylowanej lub wody dejonizowanej

Tabela rozcienczania koniugatu: /wartosci zaokraglone/ Ko:

Liczba paskéw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Srodek myjny buforowy 15ml | 30ml | 45ml |60m |75ml |90ml |11,0ml |12,0ml | 14,0ml | 15,0ml

rozcienczaiacv

Koncentrat koniugatu 1500 | 30w 450 |eow | 75w |9ow | 110w | 120w | 140u | 150w

Pojemnos¢ koAcowa 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,00ml | 11,11ml| 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml

Liczba paskéw 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Srodek myjny buforowy 17,0ml | 18,0ml |20,0ml |21,0ml | 23,0ml | 24,0ml |26,0m |27.0m |29,0m | 30,0ml
rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 170pl | 1soul | 200u | 210u | 230ul | 240u | 260w | 270u | 290ul | 300ul

Pojemnos¢ koncowa 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29mI | 30,3ml

Liczba paskow 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Srodek myjny buforowy 32,0ml | 33,0ml | 350ml |36,0ml |38,0ml |39,0m |41,0ml |42,0ml |44,0ml |450m

rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 320ul | 330u | 350u | 360ul | 380ul | 390u | 410w | 420w | 440u | 4500

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

Liczba paskow 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Srodek myjny buforowy 47,0ml | 48,0ml | 50,0ml |51,0ml |53,0m |54,0ml |56,0ml |57,0m |59,0ml |60,0ml

rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 470ul | 480u | so00ul | 5100 | 530u | 540um | se0ul | 570u | 590u | 600U

Pojemnos¢ koncowa

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