INFEKCNI{ SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - BORRELIA | ANAPLASMA

Lymeska borreliéza a anaplasmoéza

Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice lymeské
borreliozy a anaplasmozy

ELISA, IMUNOBLOT a MICROBLOT-ARRAY soupravy ke stanoveni
specifickych protilatek tfidy IgG a IgM v lidském séru, plazmé,
mozkomisnim moku nebo synovialni tekutiné
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Uvod

Lymeska borreliéza je multisystémové infekéni one-
mocnéni vyvolané spirochetou Borrelia burgdorferi
sensu lato. Infekce je prenasena klistaty rodu Ixodes.
Klinické projevy lymeské borrelidzy rozliSujeme na Cas-
né a pozdni.

Faze lymeské borreliézy

Casna lokalizovana faze - trva vadové dny az tydny.
Charakteristickym projevem je erythema migrans (EM),
které se vytvari pouze v 50 % pripadd. Nemoc se vétsi-
nou na pocatku projevuje chfipkovymi pfiznaky, bolest-
mi hlavy, lymfadenitidou.

Casna diseminovana faze - trva priblizné tydny az mé-
sice. Dochazi k hematogenni a lymfogenni diseminaci
borrelii (CNS, klouby, srdce, oko, klize - sekundarni
EM). V této fazi jsou nejCastéji diagnostikovany neuro-
borreliéza, paresa neurofacialis, borreliovy lymfocytom
(vytvari se na usnich laldc¢cich, kloubech prstt) a Bann-
warthdv syndrom.

Pozdni diseminovana faze - trvd mésice az roky. Na-
stavaji imunopatologické zmeény. Diagnosticky typické
jsou acrodermatitis chronica atrophicans (chronicka
kozni léze - ACA), chronicka neuroborrelidéza, borrelio-

va artritida.

Vysledky cetnych studii ukazuji, ze vSechna genospe-
cies Borrelia burgdorferi sensu lato se podileji nejen na
vzniku EM, ale také na celé Siti klinickych manifestaci.
Avsak Cetnost izolaci naznacuje, Ze B. burgdorferi sen-
su stricto ma prevazné vztah ke kloubnim postizenim,
B. garinii je spojovana s neurologickymi symptomy
a B. afzelii s chronickymi koZnimi projevy, zejména ACA.

Lidska granulocytarni anaplazméza (HGA) je one-
mocnéni vyvolané bakterii Anaplasma phagocyto-
philum. PrenaseCem u nas je klisté obecné - Ixodex
ricinus. P¥i sani krve kliStétem se bakterie dostane do
krevniho obéhu hostitele, kde napada krevni bunky.

Klinické pfiznaky se obvykle rozvinou do jednoho tydne
po napadeni klistétem. Onemocnéni se mize manifes-
tovat od asymptomatickych forem po zavazné formy
s komplikacemi respiracnimi, gastrointestinalnimi, re-
nalnimi, neurologickymi atd.

Projevuje se nejprve horeCnatym stavem po kousnuti

klistétem trvajicim minimalné 3 az 7 dni.

Dalsimi projevy pak mohou byt kozni zmény (asi ve 20 %
pripadd) a nespecifické symptomy, které mohou byt
podobné lymeské borrelidze. Patii mezi né zvétSené
uzliny, bolesti hlavy, svald, hore¢ka, nausea, zvraceni
a abdominalni potize, Casté byvaji i parésy. K zavaznym
staviim a komplikacim dochéazi predevsim u imunodefi-
citnich pacientd, u transplantovanych osob a pacient(
bez sleziny.

Jde o onemocnéni predevsim akutni, nekteré tézsi pri-
pady, neléCené v&as, prechazi do stavu chronického
a mohou ohrozovat i zivot pacienta. MuZi onemocni
touto chorobou ¢astéji nez zeny (4:1).

Diagnostika onemocnéni

Diagnostika borreliézy je zalozena na klinickém obraze,
anamnéze a laboratornich testech. V sou¢asné dobé
je nejvhodnéjsi diagnostickou metodou screeningo-
vé stanoveni hladiny specifickych protilatek tridy 1gG
a IgM metodou ELISA a nasledna konfirmace pfitom-
nosti protilatek proti specifickym antigendm pomoci
metody imunoblot. Pfimy kultivacni nebo elektronop-
ticky prikaz nenivhodny pro rutinni praxi.

Serologicka diagnostika borrelidzy je slozitad vzhledem
k rdznym faktordm, jako je velkéd geneticka diverzita
druhu Borrelia burgdorferi s.l., mozna zk¥izena reakti-
vita s nepfibuznymi antigeny jinych mikroorganismda,
bohatost borrelii na heat shock proteiny. Diagnostiku
komplikuji rovnéz velké rozdily sérologické reaktivity
rbznych jedinclt a jeji ovlivnéni antibiotickou terapii.
Tvorba protilatek v ¢asné fazi maze byt extrémné po-
mala, na druhé strané I1gG i IgM protilatky mohou pretr-
vavat deset i vice let.

Diagnostika HGA pouze na zékladé klinickych pfiznakd
je velmi obtizna. Proto je nezbytné celkové zhodnoce-
ni jak klinickych pfiznak@, tak i laboratornich nalezC.
Charakteristickymi laboratornimi nalezy jsou leukope-
nie, trombocytopenie a zvyseni jaternich transaminaz.
Specifické protilatky se zacinaji tvorit 2 tydny od za-
¢atku onemocnéni, v akutni fazi onemocnéni jsou vsak
detekovatelnépouze u 30-60 % pacientd. V prabéhu

rekonvalescence je pozitivhich 70-90 % vzorkd.



Dvoustupnové stanoveni anti-borreliovych protilatek

Protilatky tridy IgM a IgG se stanovuji ve dvou stupnich
testd. V 1. stupni nejprve ELISA metoda rozdéli vzorky
dle pozitivnich ¢i negativnich vysledkd. Pozitivni a hra-
ni¢ni vysledky jsou doporuceny konfirmovat imunoblo-
tem. Pokud je vysledek testu negativni a priznaky infek-
ce pretrvavaji, nasleduje kontrolni odbér za 2-3 tydny.
Sérologicky nalez je vhodné interpretovat v kontextu
s vysledky ostatnich laboratornich testl a s klinickym
obrazem pacienta.

Jestlize je ve vstupnim testu pouzita souprava treti
generace, dochazi diky vysoké specifité rekombi-
nantnich souprav ke sniZeni poctu negativnich vy-
sledkd imunoblotd.

1. stupeni: Vstupni test protilatek tridy IgM a IgG metodou ELISA

Pozitivni nebo hrani¢ni vysledek testu

Negativni vysledek

2. stupen: Konfirmace imunoblotem

ve tridé IgM, 1gG

- Neprokazana pritomnost
protilatek v testovaném vzorku.

Pozitivni vysledek Hrani¢ni vysledek

testu testu

Negativni vysledek

- V pripadé trvani ptiznakd infekce
provést kontrolni odbér za

2-3 tydny.
testu yany

Diagnozu urcuje I1ékaf na zakladé celkového klinického nalezu pacienta, nikoli pouze ze sérologického

vysledku testu odebraného vzorku.

Dvoustupriové stanoveni protilatek (upraveno dle Eldin C, Raffetin A, Bouiller K, et al. Review of European and American guidelines for
the diagnosis of Lyme borreliosis. Médecine Mal Infect. 2019;49(2):121-132. doi:10.1016/j.medmal.2018.11.011)

Erythema migrans

Borreliovy lymfocytom
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Senzitivita sérologie pro riizné faze lymeské borreliézy

Faze lymeské borreliozy Forma Senzitivita dle MIQ

Casné lokalizovana

Erythema migrans 20-50 %
Borreliovy lymfocytom

Erythema migrans multiple

Casna diseminovana 70-90 %

Neuroborrelidza
Lymeska artritida a karditida

Acrodermatitis chronica atrophicans

Pozdni diseminovana 90-100 %

Late Chronicka neuroborrelidza

Specifické antigeny Borrelia

Antigen

VIsE Ba
VIsE Bg
VIsE Bs

p83
p58

p41Ba
p41Bs

p39
OspB

OspA Ba
OspA Bg
OspA Bs
OspC Ba
OspC Bg
OspC Bs
OspC Bsp
OspE
NapA
pl7

Popis

Variable major protein-like sequence, expressed; signifikantni pro IgG protilatkovou odpovéd,
druhové specificky antigen

Hlavni extracelularni protein (produkt rozpadu p100)

OppA-2 (Oligopeptidova permeaza 2) - membranovy transportér, je povazovany za marker
diseminovaného stadia Lymské borreliozy

Vnitfni ¢ast flagelinu, vysoce specificky antigen rané protilatkové odpovédi

BmpA (glykosaminopeptidovy receptor) — marker pozdni IgG protilatkové odpovédi

Vnéjsi povrchovy protein B, marker pozdni faze infekce, povazovan za marker Lymské
arthritidy

Vnéjsi povrchovy protein A, vysoce specificky marker infekce Borrelie v IgG tride

Vnéjsi povrchovy protein C, hlavni antigen ¢asné protilatkové odpovédi, imunodominantni
marker IgM protildtkové odpovédi

Vnéjsi povrchovy protein E
Neutrofilni aktivacni protein A - silny immunogen, hlavni marker patogeneze Lymskeé arthritidy

DbpA (decorin-binding protein A) - vnéjsi membranovy protein

Ba - B. afzelii, Bg - B. garinii, Bs - B. burgdorferi sensu stricto, Bsp - B. spielmanii



Specifické antigeny Anaplasma

Antigen Popis

p44 hlavni marker HGA protilatkové odpovédi

OmpA Ynéjéi membranovy protein A; lipoprotein asociovany s peptidoglykany, vyznamny marker
virulence

Asp62 Povrchovy protein - membranovy pfenasec

Zkiizené reagujici antigeny

Antigen Popis
TpN17 Vysoce specificky membranovy protein Treponema pallidum (1gG)

VCA-p18 Viral Capsid Antigen p18 - dullezity marker EBV infekce (IgM)



INFEKCN| SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - BORRELIA | ANAPLASMA

ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZzeny na sendvic¢ovém typu ELISA

metody.

J
Core)

Anti-Hu IgG Anti-Hu IgM

e
9

—>—

Mikrotitra¢ni
desti¢ka

©

Pracovni postup

Krok Kroky testu

Redéni vzork(
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)
i 1. - mozkomigni moky 1:2 (110 pl +110 pl)
- synovidlni tekutiny 1:21 (20 pl + 400 pl),
1:41 (10 pl + 400 pl)

Déavkovani kontrol a fedénych vzorkd
2. 100yl

- blank = prazdna jamka

3. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C

4., Odsatia promytijamek 4 krat

Déavkovani Konjugéatu 100 pl
- blank = prazdné jamka

Inkubace 30 min. pfi 37 °C

7. Odséati a promyti jamek 5 krat

8. 100 ul

- v€etné blanku
9. Inkubace 15 min. pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho roztoku
10. 100 ul

- v€etné blanku

@ ©6 & 00 & 00 o

Davkovani substratu (TMB-Complete)

-
-

11. Fotometrické méreni pfi 450 nm

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

Barevné odliSené reagencie

Zaménitelnost komponent
- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola

- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-IP)

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka uc¢innost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysoka dynamika test0

- Vysoka shoda s vysledky IMUNOBLOT

- Eliminace zk¥izenych reakci s Treponema pallidum
- ldenticky pracovni postup

- Celkova doba vysetfeni 1,5 hodiny

- Vhodné pro oteviené automatickeé systémy

- Moznost nezavislé verifikace (CKS)

- Komplexni zadkaznicky servis

Pouziti souprav

- Screeningové vysetteni protilatek proti Borrelia
burgdorferiv lidském séru, plazmé, mozkomisnim
moku nebo synovialni tekutiné

- Stanoveni intratekalni syntézy, diagnostika
neuroborrelidzy (EIA Borrelia recombinant)



Antigeny

EIA Borrelia recombinant IgG

Vybrané rekombinantni fragmenty specifickych
antigend Borrelia burgdorferi sensu lato VISE

(Ba, Bg, Bs), p83, p58, p41i (interni flagelin), p39, OspA
(Ba, Bg), OspB, OspC (Ba, Bg), OspE, p17, NapA

EIA Borrelia recombinant IgM
OspC (Ba, Bg, Bs, Bsp), VISE, p41i (interni flagelin), p39,
p17, OspE

EIA Borrelia afzelii VISE IgG, EIA Borrelia afzelii IgM
Sonifikovany celobunécny antigen kmene Borrelia
afzelii s vysokym obsahem p83, p41 (flagelin), p39,
OspA, OspC, p19, obohaceny ve tride 1gG o VIsE
antigen

Charakteristiky souprav
ELISA

EIA Borrelia recombinant IgG

EIA Borrelia recombinant IgM

EIA Borrelia afzelii VISE IgG

EIA Borrelia afzelii IgM

EIA Borrelia b. sensu stricto VISE IgG
EIA Borrelia b. sensu stricto IgM

EIA Borrelia garinii VISE IgG

EIA Borrelia garinii IgM

EIA Borrelia garinii VISE IgG, EIA Borrelia garinii IgM
Sonifikovany celobunéény antigen kmene Borrelia
garinii s vysokym obsahem p83, p41 (flagelin), p39,
OspA, OspC, p18 a p14, obohaceny ve tfidé 1gG o VISE
antigen

EIA Borrelia b. sensu stricto VISE IgG,

EIA Borrelia b. sensu stricto IgM

Sonifikovany celobunécny antigen kmene Borrelia
burgdorferi sensu stricto s vysokym obsahem p83,
p41 (flagelin), p39, OspA, OspB, OspC, p21 a p18,
obohaceny ve tiidé IgG o VISE antigen

Diagnosticka Diagnosticka

citlivost specifita
98,3 % 98,1 %
99,1 % 97,3 %
98,9 % 98,9 %
95,6 % 99,0 %
98,9 % 98,9 %
97,5 % 98,9 %
98,9 % 99,0 %
95,7 % 98,9 %
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Protilatkova odpovéd’

EIA B. garinii IlgM
(celobunécny antigen)

. EIA B. recombinant IgM

EIA B. garinii IgG
(celobunécny antigen)

. EIA B. recombinant I1gG

IP
NoW A O N 0 ©

=

0 1 2 3 4 5 6 meésic

Imunoblot
IgG

Dynamika protilatkové odpovédi p¥i pouziti rekombinantnich
antigenu

CB IgM REC IgM CBIgG REC IgG

S}

P

N W o0 N 0O

n=86 n=86 n=86 n=86

Srovnani Indexu pozitivity (IP) v ELISA testech s celobunéénym antigenem (CB) v EIA Borrelia garinii IgM O
a 1gG O s ELISA testy s rekombinantnimi antigeny (REC) v EIA Borrelia recombinant IgM Il a 1gG Il
na panelu 86 pacientskych sér s diagndzou lymeska neuroborrelidza. (Data pripravena pro publikaci.)



Neuroborrelidéza a intratekalni syntéza

specifickych protilatek

Antibody Index Software umozinuje vyhodnoceni antibody indexu (Al),
tj. poméru specifickych protilatek v likvoru a séru ve vztahu ke stavu
hematolikvorové bariéry a koncentraci celkovych imunoglobulinii

v likvoru a séru.

Na zakladé mezinarodniho doporuceni European Union
Concerted Action on Lyme Borreliosis (EUCALB) pro
diagnostiku ¢asné i pozdni neuroborrelidzy je nezbytné
nutny prikaz intratekalni produkce protilatek, tzn. de-
tekce hladiny specifickych antiborreliovych protilatek
vytvarenych v likvoru.

Hladina protilatek v mozkomiSnim moku zavisi na na-
sledujicich parametrech:

- Hladina protilatek v krevnim séru
- Permeabilita hematolikvorové (H-L) bariéry
- Intratekalni produkce protilatek

Samotny prikaz specifickych protilatek v séru a/nebo
likvoru neni dostatecny.

Vyhody
- Nizka spotfeba vzorku likvoru pro stanoveni Al
(cca 0,15 ml)

- Moznost stanoveni Antibody Indexu v ramci
rutinniho EIA testu

- Snadné a rychlé vyhodnoceni pomoci pocitacového
programu Antibody Index Software

Intratekalni syntéza - Borrelia IgG a IgM (Antibody index)

VySetieni
Pacient Petr Dvorak Sérum & 04525
Rodné &. 57546 Likvor & 04520
Oddgleni Neurologie Datum odbéru 15.05.2025
vysledky
[Albumin [1aG [1gM [Jednotky |
[Sérum 42,5 [11,5 11,24 o/t |
[Tikvor [ 705 60,2 145 [mg/t |
[ bariéra_| Hodnota QAIb [ Stav bariéry
[QAIb *103 116,59 | <5 Normalin{
5-10 Lehka porucha
10-15 StFedni porucha
> 15 T&2ka porucha
Specifické protilatky
1aG [Redéni [1gm [ Redéni
Sérum 1,900 [0,000 (. 0) [1,100 10,000 (F. 0)
Likvor 0,605 10,000 (. 0) 0,420 10,000 (f. 0)
[Arbitrérni jednotky
19G [1gM
Sérum 87,63 |45,57
Likvor [22,07 [15,78
Kontroly testu
Absorbance
19G [1gM
CUT-OFF 0,500 10,450
Pozitivni kontrola 2,100 12,200
Vysledek
i syntéza
Al (1gG)| 0,95 | NEGATIVNI vysledek
Antibody ind, -
Al (IgM)( 1,89 [ POZITIVNI vysledek
Poznamky
& TestLine®

Kalibra¢ni kfivka je soucasti SW a vytvari se z hodnot
Pozitivni kontroly (PC) a CUT-OFF hodnot poskytnutych
soupravami EIA Borrelia recombinant IgG, IgM v ramci
rutinniho testovani.
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Externi hodnoceni kvality

Spravnost vypoctu antibody indexu je pravidelné kon-
trolovana ucasti v hodnoceni kvality (participuje pres
200 laboratofi), kterou provadi externi védecka spolec-
nost (Instand e.V.).

vzorek 35

Vysledky detekce intatekalni syntézy protilatek podle Reibera

l - ostatni kolektivy

- TestLine

=

10011570

N
(.2 INSTAND

CERTIFICATE

Survey of 16 May 2025

You have fulfilled the requirements of the External Quality Assessment with the following analysis

Cerebrospinal Fluid Analysis 05 - Neuroborreliosis (465):
Validity 12 months:
Borrelia IgG Antibody Index

(R) anslysis i ubject to the RIEAK

Customer:

10011570

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
Krizikova 188/68

61200 Brmo

Dusseldorf, 02 June 2025

o

Prof. Dr. med. Michael Spannagl
(Head o ReferenceInstituton) )

INSTAND

v kvétnu 2021 (Isntand e.V.) pro skupinu ,others".

Sérologie likvoru a séra ve vztahu k intratekalni syntéze protilatek
a stanoveni antibody indexu

Sérum

Likvor Intratekalni syntéza protilatek

Pozitivni

Obvykle pozitivni, ale je mozny pasivni
prenos protilatek pfes narusenou H-L
bariéru

Maze byt pozitivni, pokud jsou namérené
hodnoty absorbance likvoru a séra blizké
absorbanci hrani¢ni kontroly

Stanoveni Al dle Reibera

ANO - potvrzeni pozitivity
(dle doporuc¢eni EUCALB)

ANO - nezbytné pro urceni intratekalni
syntézy

ANO - nezbytné pro urceni intratekalni
syntézy




IMUNOBLOT

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odlisené reagencie

- Zameénitelnost komponent

- Negativni a Pozitivni kontrola

- Kontrolnf linie na stripu

- MoZnost softwarového vyhodnoceni

Vyhody souprav

- Imunodominantni antigeny z jednotlivych druhd
Borrelia sp. - B. afzelii (Ba), B. garinii (Bg),
B. burgdorferi sensu stricto (Bs)

- Rekombinantni antigen p44 pro diferencialni
diagnostiku anaplazmozy (HGA)

- Rekombinatni antigen TpN17 pro vylouceni zkfizené
reaktivity s Treponema pallidum

- MozZnost stanoveni v mozkomisnim moku

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledkd

- Vysoka diagnosticka ucinnost
- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Princip testu

Antigeny jsou pfeneseny na nitrocelulézovou
membranu pomoci mikrodisperznich metod.

P Po pfidani substratu vznika
reakci s enzymem

. E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni

protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu

Blokator

Membrana

Pracovni postup

Krok Kroky testu
6 1 Davkovani Univerzalnino roztoku
To2oml

Sméceni stripl 10 min. pfi laboratorni

QO 2

teploté
- trepacka

® 3. Odsati

Redéni vzorkd

- séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)

- mozkomisniho moku 1:2 (0,75 ml + 0,75 ml)
- synovialni tekutina 1:17,5 (90 pl +1,5 ml)

6 Déavkovani kontrol a fedénych vzorkd
1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
- trepacka

Odsati a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka

8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
- trepacka

Odséati a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka

6 T Davkovani substratu (BCIP/NBT)
T 15ml

Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
- trepacka

O 12

Odsati a promyti v destilované vodé

Q 113

2 krat 2 ml po 5 min.
- trepacka

Nalepeni a vyhodnoceni stripd
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BLOT-LINE

Antigeny

BLOT-LINE Borrelia/HGA IgG,
BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM

- rekombinantni antigeny: VISE, p83, p41,
p39, OspB, OspA, OspC, p17, p44, ToN17

BLOT-LINE Borrelia afzelii IgG
BLOT-LINE Borrelia garinii IgG

- rekombinantni antigeny: VISE, p83,
p41, p39 (BmpA), OspA, OspC, p17
(DbpA)

BLOT-LINE Borrelia b.

sensu stricto IgG

- rekombinantni antigeny: VISE, p83,
p41, p39 (BmpA), OspB, OspA, OspC,
p18 (OspE)

BLOT-LINE Borrelia afzelii IgM
BLOT-LINE Borrelia garinii IgM
BLOT-LINE Borrelia b.

sensu stricto IgM

- rekombinantni antigeny: VIsSE, p83,
p41, p39 (BmpA), OspC

BLOT-LINE Anaplasma IgG,
BLOT-LINE Anaplasma IgM

- rekombinantni antigeny: p44, Asp62,
OmpA

Charakteristiky souprav
Imunoblot

BLOT-LINE Anaplasma IgG

BLOT-LINE Anaplasma IgM

BLOT-LINE Borrelia/HGA IgG
BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM
BLOT-LINE Borrelia afzelii 1IgG
BLOT-LINE Borrelia afzelii IgM
BLOT-LINE Borrelia garinii IgG
BLOT-LINE Borrelia garinii IgM
BLOT-LINE Borrelia b. sensu stricto IgG

BLOT-LINE Borrelia b. sensu stricto IgM

BLOT-LINE
Borrelia/HGA IgM

Control line
Cut-off

Start

VIsE Bg

P83
p4l
p39

Ba

Bg OspC
Bs

Bsp

p44, Anaplasma

Borrelia

Diagnosticka Diagnosticka

citlivost

96,8 %
971 %

97,3 %
96,6 %
971 %

95,2 %
96,8 %

96,2 %

specifita

98,5 %
96,4 %
96,9 %
95,9 %
96,2 %
97,0 %
96,9 %

96,8 %

BLOT-LINE
Borrelia/HGA IgG

Control line
Cut-off
Start

Ba

Bg VISE
Bs

p83
p41
p39, BmpA

OspB
Ba

Bg OspA
Bs

OspC
p17
p44

ToNI7

BLOT-LINE
Anaplasma IgG

= Control line
| Cut-off
—

Start
D44
— Asp62

———  OmpA

Anaplasma
Diagnosticka Diagnosticka
citlivost specifita
92,0 % 94,0 %

91,4 % 99,0 %
92,9 % 96,3 %
94,7 % 97,1 %



Reaktivita riiznych testi ve skupiné pacientut
s neuroborreliézou (n=60)
(BLOT-LINE B. afzelii - Ba, BLOT-LINE B. garinii - Bg, BLOT-LINE B.b.sensu stricto - Bs)

Ba Bg Bs Ba Bg Bs

100%

80%

60%

40%

20%

0%

IgM

IgG

Ve skupiné pacientd s neuroborrelidozou vykazuji soupravy BLOT-LINE Borrelia garinii o 20 % vy$si reaktivitu oproti
soupravam BLOT-LINE Borrelia afzelii a BLOT-LINE Borrelia b. sensu stricto.

Incidence protilatek IgG proti VISE u neuroborreliézy (NB)
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100%

80%

60%

40%

20%

0%

o)
&)
o)
o o )
© o o
O O
N N N N POZ POZ POZ
SHCHCRS ol of o
N N N
SESES Ol O O
o o o
slelalzlglelalz]glelgl=
NB (87) Vylouc¢ena NB| Kontroly (68)

IgG

Likvor

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

o
5 @)
o S @
Ol
O o
&)
CHCSHESESECN S
d B B 0 8 B POZ POZ POZ
(@] (@] @)
ol o 3
clwl all el wl ol el =l
m m m m o m m o m
NB (87) Vylouc¢ena NB! Kontroly (68)

1gG



INFEKCN| SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - BORRELIA | ANAPLASMA

BlueBLOT-LINE

Soupravy BlueBLOT-LINE Borrelia jsou koncipovany
pro pristroj BlueDiver - komplexni feSeni

pro jednoduchou, rychlou a presnou analyzu
imunoblotti véetné jejich vyhodnoceni.

Antigeny Unikatni funkce a vyhody

BlueBLOT-LINE Borrelia IgG, pristroje

BlueBLOT-LINE Borrelia IgM . S
- Prostorové nenarocny

- rekombinantni antigeny: VISE, p83, p58, p41, p39,
OspB, OspA, OspC, p17, NapA, p44, OmpA, TpN17, p18

- Bez rizika kontaminace

- Vysoka flexibilita

BlueBLOT-LINE BlueBLOT-LINE - Jednoduché pouziti a minimalni prace obsluhy
Borrelia IgG Borrelia IgM - Vlysoka spolehlivost
= = | - Extrémné kratka doba analyzy
1 1
B [ '% Ve
sk s Pracovni postup
s Reactive control mmm—  Reactive control v . v o . . a0 . .
IgG Conjugate control oM Conjugate control - VloZeni drzakl se stripy a zasobnikl s reagenciemi
do pfistroje
— \/ISE Bg = \/|SE Bg
pu— VISEBs - Automatickéa kontrola Sarzi a exspiraci pomoci
pr— VlSE Ba . 7 v e v 7 v oz ’ 7 o
integrovaného cteciho zafizeni ¢arovych kédua
P83 83 . P o
‘ 058 . - Déavkovani vzork(
= P41Bs p41 Bs . Lo oL
‘ 039 Ba - 039 B - Automaticka inkubace a promyvani
—— OspB M . .o
= OspABa —  OspCBs - Vysus$eni strip(
—— OspA Bg mmm—  OspC Ba
m——  OSpA Bs e OspC Bsp
s OspC Bg = OspCBg B
—_— pi7Bg — 17Bg Celkova doba testu:
s NapABs
inkubace se konjugat substrat
p— D44 p— D44 vzorkem 30 min 20 min 10 min
— OmpA E—— OmpA | |
e TPNT7 — EBVpi8 o:oo:oo! F 1:14:00
promyti promyti promyti promyti
. — 1min 3x2min 3x2min 2 min
Charakteristiky souprav
Borrelia Anaplasma
Imunoblot Diagnosticka Diagnosticka Diagnosticka Diagnosticka
citlivost specifita citlivost specifita
BlueBLOT-LINE Borrelia IgG 97,4 % 99,0 % 83,0 % 99,0 %

BlueBLOT-LINE Borrelia IgM 98,3 % 99,0 % 92,0 % 96,0 %



MICROBLOT-ARRAY

Specifické rekombinantni proteiny (antigeny) jsou naneseny na nitrocelulézovou membranu, ktera je upravena do
formétu jamky mikrotitracni desticky, formou spotU. Princip aplikace antigen( je obdobny jako u souprav BLOT-LINE.
Nova multiplexni technologie pfinasi diky moznosti zpracovani pomoci ELISA pristroji vyznamné zefektivnéni ve

zpracovani téchto konfirmacnich testa.

Rozlozeni antigeni
a kontrolnich spotu

® @
@00
@ s @906 O @O0
@ v en w90 O O@
L SELISEIOCIO] ]
| OICICITITITITITT 4
L OICCITITITITITIO J
| IOISICITITITITIT] |
L JOCICIOIOITIOCT. |
L IOICICICIOTITIC] 4
QOICICICICITICIC®]

Popis kontrolnich spoti

OR - Reference

O TC - Test control

O cm - Conjugate control IgM
O cG - Conjugate control IgG
@ c1 - Calibration 1

@ c2 - Calibration 2

@ c3 - Calibration 3

@ c4 - Calibration 4

O A1-A23 - Antigeny

Uzivatelsky komfort

- Nizka spotfeba vzorku

- Komponenty v pracovnim fedéni

- Antigeny spotovany v tripletu — minimalizace chyby
provedeni

- PIné automatické zpracovani a vyhodnoceni vysled-

k{ pomoci intenzity spotd (AU), pomoci IP a kvantita-

tivni (U/ml)
- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné
- Vysoka citlivost

- Vyhodnoceni vysledkl pomoci sofistikovaného
software

- Posouzeni validity testu prostfednictvim kontrolnich
spotd

Pracovni postup

Krok Kroky testu

Davkovani Univerzalnino roztoku
150 pl

© o
N -

Sméaceni 10 min pfi laboratorni teploté

Odsati

(]

Redéni vzorkd

- séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)

- mozkomisniho moku 1:3 (50 pl +100 pl)
- synovialni tekutiny 1:17,5 (10 pl + 165 pl)

]
A

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd

5.
100 pl
6 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
. Rychlé promyti Univerzalnim
* roztokem*
8 Odsati a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 150 pl po 5 min

9. Davkovani Konjugéatu 100 pl

Inkubace 30 min pfi laboratorni

10. B
teploté
11 Rychlé promyti Univerzalnim
* roztokem*
12 Odsati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
13 Davkovani Substratového roztoku

(BCIP/NBT) 100 pl
14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
15. Rychlé promyti destilovanou vodou*

Odsati a promyti v destilované vodé
2 krat 200 pl po 5 min

16.

O 060 & O 06 ©6 & 06 6 © o

17.

* v pfipadé pouziti promyvacky naplfite jamky po okraj

VysuSeni a vyhodnoceni

a po naplnéni posledni jamky ihned odsajte
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Antigeny
Patogen Antigeny

VIskE Ba, VISE Bg, VISE Bs, p83, p58, p41 Ba, p41 Bs, p39, OspB, OspA
Ba, OspA Bg, OspA Bs, OspC Ba, OspC Bg, OspC Bs, OspC Bsp, OspE,
NapA, p17

Borrelia burgdorferi

Anaplasma phagocytophilum p44, OmpA, Asp62

Treponema pallidum (IgG) TpN17

EBV (IgM) VCA-p18

Charakteristiky souprav

Parametry Microblot-Array Borrelia IgG
(testované na sérech)

Parametry Microblot-Array Borrelia IgM
(testované na sérech)

Diagnosticka

citlivost
Borrelia IgG 98,7 % (n=74)
AnaplasmalgG  92,0% (n =25)
Treponema lgG 98,3 % (n =59)

Srovnavaci studie

Korelace vysledkti IgG

Diagnosticka
specifita

98,9 % (n = 100)
99,9 % (n = 30)

99,9 % (n = 30)

n=77 Microblot-Array
pozitivni 38

negativni 33

uplna shoda 92,2 %

Korelace vysledkii IgM

n=68 Microblot-Array
pozitivni 19

negativni 40

uplna shoda 90,7 %

ELISA

ELISA

Borrelia IgM
Anaplasma IgM

EBV IgM

Diagnosticka
citlivost

98,5 % (n = 56)
95,0 % (n = 20)

99,9 % (n = 39)

8 %

9%

M shoda

Diagnosticka
specifita

99,9 % (n =95)
99,9 % (n=38)

99,9 % (n=51)

ELISA vs.
Microblot-Array

ELISAvs.
Microblot-Array

neshoda



Srovnavaci studie

Korelace vysledkti IgM

Microblot-Array ELISArec.
Microblot Array
pozitivni hrani¢ni negativni
pozitivni 48 2 3
ELISArec.
hrani¢ni 1 1 2 B shoda
negativni 8 10 24 neshoda
Microblot-Array WB rec. 10%
Microblot Array
pozitivni hrani¢ni negativni
Western pOZitthi 41 3 0]
blot rec. hrani¢ni 6 1 4 B shoda
90%
negativni 5 2 2 neshoda

Korelace vysledkt IgG

ELISArec.
Microblot Array

Microblot-Array

pozitivni hranicni negativni
pozitivni 44 5 2
ELISArec.
hrani¢ni 0 1 0 B shoda
negativni 6 N 24 neshoda
Microblot-Array WB rec.
Microblot Array
pozitivni hrani¢ni negativni
Western pozitivni 42 4 1
blot rec. hraniéni 7 5 1 B shoda

negativni 1 2 1 neshoda
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Vysledky v externim hodnoceni kvality

INSTAND - 01.2025

El

Immunoblot

LABQUALITY - 02.2025

El

Microblot-Array

Kategorie Specifikace vzorku

[4€ negativni

1gG hrani¢ni, pozitivni

lgM negativni

IgM negativni, hrani¢ni, pozitivni
Kategorie Specifikace vzorku

1gG negativni

I1gG hrani¢ni, pozitivni

IgM negativni

lgM negativni, hrani¢ni, pozitivni
Kategorie Specifikace vzorku

IgG pozitivni

1gG pozitivni

lgM pozitivni

IgM pozitivni

Kategorie Specifikace vzorku

I1gG pozitivni

[4€ pozitivni

IgM pozitivni

lgM pozitivni

Vysledek
TestLine

negativni
pozitivni
negativni

pozitivni

Vysledek
TestLine

negativni
pozitivni
negativni

pozitivni

Vysledek
TestLine

pozitivni
pozitivni
pozitivni

pozitivni

Vysledek
TestLine

pozitivni
pozitivni
pozitivni

pozitivni

Spliuje
kritéria
+
+

+

+

Spliuje
kritéria
+

+

Splnuje
kritéria
+
+

+

+

Spliiuje
kritéria
+

+



Objednaci udaje

BrG192
BrMm192
BaGVvD2
BaM192
BgGVD2
BgM192
SK-BrG096
SK-BrM096
SK-BaGV96
SK-BaM192
SK-BsGV96
SK-BsM096
SK-BgGV96

SK-BgM096

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility®.

IMUNOBLOT
Kod
ApGL10
ApML10
BGL020
BML020
BaGL20
BaML20

BgGL20

Nazev soupravy

EIA Borrelia recombinant IgG (192)
EIA Borrelia recombinant IgM (192)
EIA Borrelia afzelii VISE 1gG (192)

EIA Borrelia afzelii IgM (192)

EIA Borrelia garinii VISE 1gG (192)

EIA Borrelia garinii IgM (192)
SmartEIA Borrelia recombinant IgG
SmartEIA Borrelia recombinant IgM
SmartEIA Borrelia afzelii VISE 1gG
SmartEIA Borrelia afzelii IgM
SmartEIA Borrelia b. sensu stricto VISE IgG
SmartEIA Borrelia b. sensu stricto IgM
SmartEIA Borrelia garinii VISE 1gG

SmartEIA Borrelia garinii IgM

Nazev soupravy

BLOT-LINE Anaplasma IgG
BLOT-LINE Anaplasma IgM
BLOT-LINE Borrelia/HGA IgG
BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM
BLOT-LINE Borrelia afzelii IgG
BLOT-LINE Borrelia afzelii IgM

BLOT-LINE Borrelia garinii IgG

Poéet testu

192

192

192

192

192

192

96

96

96

96

96

96

96

96

Poéet testu

10

10

20

20

20

20

20
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BgML20 BLOT-LINE Borrelia garinii IgM 20
BsGL20 BLOT-LINE Borrelia b. sensu stricto IgG 20
BsML20 BLOT-LINE Borrelia b. sensu stricto IgM 20
BD-BGL024 BlueBLOT-LINE Borrelia IgG 24
BD-BML024 BlueBLOT-LINE Borrelia IgM 24
Swim03 Immunoblot Software 1pc

Soupravy BlueBLOT-LINE jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pfistroji BlueDiver®.

MICROBLOT-ARRAY

Kod Nazev soupravy Pocet testt
BGMA096 Microblot-Array Borrelia IgG 96
BMMAO096 Microblot-Array Borrelia IgM 96

&l TestLine®

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

KFizikova 188/68, 612 00 Brno, Ceska republika
trade@testlinecd.com

www.testlinecd.cz
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