Liquor/Serum Analytik
recomWell Borrelia IgG, IgM
recomLine Borrelia IgG, IgM
Auswertesoftware

Arbeitsanleitung (Deutsch)

Bitte prufen Sie immer, ob lhnen die aktuelle Arbeitsanleitung
vorliegt (www.mikrogen.de oder +49 89 54801-0).

1 Anwendungsbereich

Bei klinischem Verdacht auf Neuroborreliose sollte der Nachweis
intrathekal gebildeter Antikdrper erbracht werden. Dazu kénnen Li-
quor/Serum-Paare im recomWell Borrelia analysiert werden. Wichtig
ist, dass zusammengehdrige Liquor/Serum-Paare parallel in einem
Testlauf getestet werden. Entsprechend der gangigen 2-Stufen-
Serodiagnostik kann der Befund anschlieend an den Suchtest mit
dem recomLine Borrelia (Bestatigungstest) abgesichert werden. Zur
Erleichterung der Berechnungen fir die Liquordiagnostik (nach Reiber)
kann eine speziell hierfir entwickelte Auswertesoftware (Excel) von
MIKROGEN angefordert werden.

2 recomWell Borrelia IgG, IgM

2.1 Probenentnahme und Vorbereitung

211 Probenmaterial (Serum und Liquor)

Serum (EDTA, Citrat, Heparin, CPD) und Liquor vom Patienten mus-
sen am selben Tag, optimalerweise zeitgleich oder mit nur wenig
zeitlicher Verzdgerung, entnommen worden sein. Die Verwendung von
hitzeinaktivierten, ikterischen, hdmolytischen, lipdmischen oder triben
Proben wird nicht empfohlen. Gerade bei hamolytischem Liquor kann
es zu fehlerhaften Resultaten kommen.

Achtung!

Sollen die Bestimmungen nicht sofort erfolgen, kann das Pro-
benmaterial bis zu 2 Wochen bei +2°C - +8°C aufbewahrt werden.
Eine langere Lagerung der Proben ist durch Aufbewahrung bei
-20°C oder tiefer moglich. Ein wiederholtes Einfrieren und Auftau-
en der Proben wird wegen der Gefahr fehlerhafter Resultate nicht
empfohlen. Mehr als 3 Tiefgefrier- und Auftau-Zyklen sollten
vermieden werden.

212 Herstellung der Lésungen

Die Nachweisreagenzien sind ausreichend fur 96 1gG- bzw. IgM-
Bestimmungen. Die unten genannten Mengenangaben beziehen sich
jeweils auf die Bearbeitung von einem Mikrotiterplattenstreifen mit 8
Kavitaten. Bei der gleichzeitigen Verwendung von mehreren Mikroti-
terplattenstreifen miissen die angegebenen Mengen jeweils mit der
Anzahl der verwendeten Mikrotiterplattenstreifen multipliziert werden.
Geratespezifisches Totvolumen muss beriicksichtigt werden. Verdin-
nungspuffer, Substrat- und Stopplésung sind gebrauchsfertig.

2.1.2.1 Herstellung des gebrauchsfertigen Waschpuffers

Das Waschpuffer-Konzentrat wird 1 + 9 mit H,O deion. verdiinnt. Pro
Mikrotiterplattenstreifen mit 8 Kavitaten werden 5 ml Konzentrat mit
45 ml H,0 deion. gemischt. Der gebrauchsfertige Waschpuffer kann
vier Wochen bei +2°C - +8°C oder eine Woche bei Raumtemperatur
gelagert werden.

2.1.2.2 Herstellung der Konjugatlésung

Pro Mikrotiterplattenstreifen mit 8 Kavitaten werden 1 ml Verdin-
nungspuffer mit je 10 pl anti-human IgG Peroxidase-Konjugat (Rote
Verschlusskappe) bzw. IgM Peroxidase-Konjugat (Griine Verschluss-
kappe) in einem sauberen Gefaf? versetzt und gut gemischt (Verdin-
nung 1 + 100). Die Konjugatldsung ist unmittelbar vor Gebrauch her-
zustellen, eine Lagerung der gebrauchsfertigen Konjugatldsung ist
nicht moglich.

22 Testverfahren

221 Screening von Liquor/Serum-Paaren im recomWell Borrelia
Zur Vermeidung von Test-zu-Test-Schwankungen miissen Serum und
Liguor immer parallel in einem Testlauf gemessen werden. Zur Erho-
hung der diagnostischen Sicherheit empfehlen wir, jeweils Doppelwer-
te der Patientenseren und Patientenliquores anzulegen.

Fir die Durchfuihrung des Tests stehen grundsétzlich zwei Methoden
zur Verfligung. Beide Verfahren tragen der Tatsache Rechnung, dass
Verdiinnungskurven nicht Giber den gesamten Messbereich vollstandig
linear verlaufen.
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Bei Methode A (Standardverdiinnungen ohne Referenzkurve) werden
nur nahe zusammenliegende Messwertpaare (Liquor/Serum) zur
Berechnung herangezogen bzw. wird die Linearitét des Messbereichs
durch Vergleichen der Antikdrper-Index-Werte, die aus mehreren
Paaren berechnet wurden, sichergestellt.

Bei Methode B (Standardverdiinnung mit Kalibrierkurve) wird der
Antikdrper-Index (Al) mit Hilfe einer Kalibrierkurve ermittelt.

Da bei Methode B Unterschiede zwischen Kalibriermaterial und
Patientenprobe das Ergebnis beeinflussen kénnen, ist fiir die Antikor-
per-Index-Berechnung Methode A zu bevorzugen. Ist die Verfugbarkeit
von Probenmaterial begrenzt, empfehlen wir zusétzlich die Kalibrier-
kurve mitzufiihren, damit bei Bedarf auch nach Methode B ausgewer-
tet werden kann.

Zur Vereinfachung der Berechnung des Antikdrper-Index (Al) nach
Reiber wird die Verwendung der Mikrogen-Auswertesoftware empfoh-
len (s. Kap. 3).

Methode A

(Standardverdiinnungen ohne Referenzkurve):

Herstellung von Standardverdunnungen siehe 2.2.2.1 Tabelle 1.

Um zu gewahrleisen, dass im linearen Bereich der Verdinnungs-
kurve gearbeitet wird, gelten fir die Antikdrper-Index-Berechnung
folgende Bedingungen:

1. Primér werden Liquor/Serum-Paare, deren Extinktionswerte

nicht mehr als 0,3 OD auseinanderliegen, herangezogen.

2. Liegen Liquor- und Serum-Extinktionen mehr als 0,3 OD ausein-
ander, kann der Antikorper-Index (Al) dann berechnet werden, wenn
Messwerte aus verschiedenen Serum-Verdunnungen vorliegen (wes-
halb es sinnvoll ist, bereits beim ersten Ansatz neben der 1:101 eine
1:505 Verdliinnung anzusetzen):

Ist ein Serummesswert kleiner und ein Serummesswert groer als der
Liguormesswert, so ist zunéchst der Antikorper-Index (Al) mit beiden
Messwertkombinationen zu berechnen. Weichen die beiden Antikor-
per-Index-Berechnungen weniger als 30% voneinander ab, so ist
derjenige Antikdrper-Index-Wert gliltig, der aus den ndher zusammen-
liegenden Wertepaaren berechnet wurde. Analog kann bei Vorliegen
von Messwerten aus verschiedenen Liquorverdinnungen und einer
Serumverdinnung verfahren werden.

Grundsatzlich gilt: Sollten mehrere giiltige Messwertkombinationen
vorliegen, so sind stets die am dichtesten zusammenliegenden Mess-
werte fur die Antikdrper-Index-Berechnung zu verwenden.

Kann mit den genannten Verfahren kein gultiger Antikorper-Index-Wert
berechnet werden, muss das Liquor/Serum-Paar erneut in einem
gemeinsamen Lauf in weiteren Verdinnungen getestet werden. Unter-
stitzend kann zur Berechnung geeigneter Verdiinnungen die Auswer-
tesoftware (Kap. 3) genutzt werden (Funktion ,Berechnung Well-
Verdinnung®).

Methode B

(Testdurchfihrung unter Verwendung einer Kalibrierkurve):
Liguor/Serum-Paare werden wie bei Methode A beschrieben verdinnt
(2.2.2.1 Tabelle 1). Die im Test enthaltene Positivkontrolle wird ent-
sprechend den Angaben in Tabelle 2 (2.2.2.2) verdinnt. Die so erhal-
tenen Kalibratoren 1- 4 werden in einem gemeinsamen Testlauf mit
den Standardverdiinnungen gemessen. Durch das Auftragen der OD-
Werte der Kalibratoren gegen die zughdérigen Verdinnungen bzw. das
Eintragen der Messwerte in die vorgesehenen Felder der Software,
wird eine Kalibrierkurve erstellt. Aus dieser lasst sich ablesen, welcher
Messwert des Serums bzw. des Liquors welcher Verdiinnung der
Referenzprobe entspricht.

Liegen die OD-Messwerte einer Liquor- oder Serumprobe unterhalb
der Referenzprobe K4, aber oberhalb des Schwellenwertes (s. 2.2.4.2)
und sind beide maximal 0,3 OD voneinander entfernt, konnen die OD-
Werte der beiden Proben direkt fiir die Berechnung des Qspez bzw.
Antikorper-Index (Al) eingesetzt werden (wie bei Methode A).

Liegen die OD-Messwerte einer Liquor- oder Serumprobe oberhalb der
Referenzprobe K1, muss das Liquor/Serum-Paar erneut in einem
gemeinsamen Lauf in weiteren Verdiinnungen getestet werden (siehe
2.2.2.3).
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Verdiinnen von Proben und Kalibratoren

Vorverdunnungen sollten in Polypropylenréhrchen erfolgen!
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2221 Standardverdiinnungen von Liquor- und Serumproben
Tabelle 1
I9G Serum 1:101 10 pl Serum bzw. Kontrolle zu je 1 ml Verdinnungspuf-

Kontrolle 1:101

fer pipettieren und gut mischen (1+100).

und

IgM | Serum 1:505

200 pl der 1:101 zu 800 pl Verdunnungspuffer Verdin-
nung pipettieren und gut mischen.

IgG | Liquor 1:4

75 ul Verdinnungspuffer in der Kavitat vorlegen und
25 pl Liquor hinzu pipettieren, anschlieend durch
mehrmaliges Wiederaufziehen griindlich durchmischen.

IgM | Liquor 1:2

50 pl Verdunnungspuffer in der Kavitat vorlegen und
50 ul Liquor hinzu pipettieren, anschlief3end durch
mehrmaliges Wiederaufziehen griindlich durchmischen.

2.2.3 Testdurchfihrung
Nr. | Durchfiihrung Anmerkung
1 Alle Reagenzien vor Testbeginn Zur Vermeidung von Kondenswas-

fur mindestens 30 Minuten auf
+18°C - +25°C (Raumtemperatur)
temperieren.

serbildung in der Mikrotiterplatte muss
diese im verschlossenen Beutel auf
Raumtemperatur gebracht werden.
Nach der Entnahme der benétigten
Riegel soll die Platte im Beutel wieder
verschlossen werden und im Kihl-
schrank gelagert werden.

Vor Gebrauch die Kontrollseren und
Patientenproben sowie die kon-
zentrierten Konjugate gut durchmi-
schen.

2.2.2.2 Verdinnung der Positivkontrolle zur Herstellung der Kalib-
ratoren (I9G/IgM) fir die Kalibrierkurve

Tabelle 2

Referenzprobe

(Verdunnung der
Positivkontrolle)

Verdlnnungsschritt

10ul Positivkontrolle zu 1 ml Verdinnungspuffer pipettieren

K1 (1:101) X
und gut mischen
. 500ul Referenzprobe 1 (K1) zu 500l Verdinnungspuffer
K2 (1:202) o ’
pipettieren und gut mischen
K3 (1:404) 5_00u|_ Referenzprobe_z (K2) zu 500pl Verdiunnungspuffer
pipettieren und gut mischen
. 500p! Referenzprobe 3 (K3) zu 500ul Verdiunnungspuffer
K4 (1:808) pipettieren und gut mischen
2223 Nachverdiinnen von Proben

Sollten erste Verdunnungen keine Berechnung des Antikdrper-Index
(Al) erlauben, werden folgende weitere Verdiinnungen empfohlen:

Serum: Standard-
verdiinnung 1:101

Empfehlung fir
weitere Verdiin-

Serum: Verdin-
nung 1:500 (Extink-

Empfehlung far
weitere Verdun-

(Extinktion) nungen tion) nungen:
< 2,000 Keine weitere < 2,000 Keine weiteren
Verdiinnungen Verdiinnungen
> 2,000 - 3,000 1:500 > 2,000 - 3,000 1:1000, 1:2000,
1:4000
> 3,000 1:1000, 1:2000, | > 3,000 1:8000, 1:16000

1:4000

Liquor IgG: Stan- | Empfehlung fur | Liquor IgM: Stan- | Empfehlung fiir
dardverdiinnung weitere Verdin- | dard-verdinnung weitere Verdiin-
1:4 (Extinktion) nungen 1:2 (Extinktion) nungen
< 2,000 Keine weiteren < 2,000 Keine weiteren
Verdiinnungen Verdiinnungen
> 2,000 - 3,000 1:10 > 2,000 - 3,000 1:5
1:20
> 3,000 1:40, 1:200, > 3,000 1:10, 1:20, 1:40
1:1000

Alternativ kann der Verdiinnungsrechner der Software (Kap.3) genutzt

werden. Durch Betatigen der Schaltflache ,Berechnung Well-
Verdlinnungen® gelangen Sie auf das Rechenblatt zur Ermittlung
geeigneter Verdinnungen.
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2 Proben und Kontrollen vorbereiten | Die Verdiinnung der Proben und

Siehe 2.2.2 Kontrollen muss immer ummittel-
bar vor der Testdurchfiihrung
erfolgen.
Bei jedem Testansatz mussen alle
Kontrollen mitgefihrt werden .

3 Probeninkubation Von der Negativkontrolle, Positivkon-
100 pl verdiinnte Probe (Serum trolle und den Patientenproben min-
und Liquor) bzw. verdinnte destens einen Wert anlegen. Die
Kontrolle pro Kavitat pipettieren Cutoff-Kontrolle muss doppelt ange-
und 1 Stunde bei +37°C inkubie- | legt werden. Vorzugsweise je eine
ren. Cutoff-Kontrolle am Anfang der Serie

und am Ende der Serie. Mikrotiterplat-
te bei manueller Abarbeitung sorgfél-
tig mit ungebrauchter Abdeckfolie
abkleben. Inkubationsschrank +37°C
verwenden.

4 Waschen Es wird empfohlen, diesen Schritt mit

einem entsprechenden ELISA-
Waschgerét durchzufihren.

a) | Abdeckfolie vorsichtig abziehen.

b) | Kavitaten vollstandig (wichtig!) Absaugen oder ausschiitten und
leeren ausklopfen.

c) | Kavitaten mit je 300 pl gebrauchs- | Waschschritte insgesamt viermal
fertigem Waschpuffer fillen > durchfuhren.

4 b)

5 Inkubation mit Konjugat Die Mikrotiterplatte wird bei manueller
100 pl verdiinnte Konjugatlosung | Abarbeitung sorgfaltig mit Abdeckfolie
(2.1.2.2) zugeben und 30 Minuten | abgeklebt.
bei +37°C inkubieren.

6 Waschen (siehe 4b und 4c). Waschschritte insgesamt viermal

durchfuhren.

7 Substratreaktion Abkleben der Platte ist nicht erforder-
100 pl gebrauchsfertige Substrat- | lich. Vor direkter Sonneneinstrahlung
16sung pro Kavitat pipettieren und | schiitzen.

30 Minuten bei Raumtemperatur | Die Zeit wird ab Pipettieren der ersten
inkubieren. Kavitét gerechnet.

8 Abstoppen der Reaktion Vor Zugabe der Stopplésung wird die
100 pl gebrauchsfertige Stopp- Substratldsung nicht entfernt! Dassel-
I6sung pro Kavitét hinzu pipettie- | be Pipettierschema wie beim Pipettie-
ren. ren der Substratldsung einhalten.

9 Messung der Extinktionen Der Nullabgleich erfolgt gegen Luft.
Die Extinktionen der einzelnen Die Messung muss innerhalb von 60
Kavitaten werden in einem Mikroti- | Minuten nach Abstoppen der Reakti-
terplatten-Photometer bei 450 nm | on erfolgen.
und der Referenzwellenlange 650
nm (620 bis 650 nm zulassig)
gemessen.

Achtung!

Inkubationslésungen durfen nicht in andere Kavitaten verschleppt werden.
Inshesondere beim Abziehen und Anbringen der Abdeckfolie sind Spritzer

Zu

vermeiden.

224

Testauswertung

Als Cutoff (Grenzwert) wird der Mittelwert der Extinktionswerte der
beiden Cutoff-Kontrollen (aufgetragen am Anfang der Serie und am

En

2241

de der Serie) definiert.

Validierung - Qualitatskontrolle

Der Test ist auswertbar, sofern folgende Bedingungen eingehalten
sind:
Die einzelnen Extinktionswerte der Doppelbestimmung der Cutoff-
Kontrolle weichen nicht mehr als 20% von ihrem Mittelwert ab.
Extinktion negative Kontrolle < 0,150

Extinktion Cutoff-Kontrolle - Extinktion negative Kontrolle = 0,050

(ECutoff - Eneg. Kontr. 2 01050)

Extinktion positive Kontrolle - Extinktion Cutoff-Kontrolle = 0,300

(Epus. Kontr. ~ ECuloff 2 01300)

Nur bei Verwendung einer Kalibrierkurve:

Extinktion K1 > Extinktion K2 > Extinktion K3 > Extinktion K4
Es wird nicht empfohlen, Messwerte > 3,000 (Extinktion) fur die
Berechnung des Antikorper-Index (Al) zu verwenden.
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2242 Berechnung des Antikdrper-Index (Al)
Als Grundlage fir die Antikdrper-Index-Berechnung werden folgende
Schwellenwerte festgelegt:

Schwellenwert fir Serum IgG und IgM: Extinktion Cutoff-Kontrolle

Schwellenwert fur Liquor IgG und IgM: 0,5 x Extinktion Cutoff-Kontrolle

Eine Berechnung des Antikorper-Index (Al) erfolgt immer, wenn der
gemessene Wert des Liquors das 0,5fache der Cutoff-Kontrolle uiber-
schreitet:

Ergebnis recomWell Borrelia IgG, IgM | Weiteres Vorgehen

Extinktionsenm 1:101 kein Nachweis von B.b.-spez.

< Schwellenwert fur Serum ﬁ‘git:]k%rgfr:r\:vgg 33;”; b.-spez
und .b.-spez.

ko A1 Antikdrpern im Liquor
Extinktion:quor 1:4 (1:2) keine Bestimmung des Antikor-
< Schwellenwert fur Liquor

per-Index

Nachweis von B.b.-spez. Antikor-
pern

kein Nachweis von B.b.-spez.
Antikorpern im Liquor

keine Bestimmung des Antikor-
per-Index

Extinktionserum 1:101

> Schwellenwert fiir Serum
und

Extinktioniquor 1:4 (1:2)

< Schwellenwert fur Liquor

kein Nachweis von B.b.-spez.
Antikérpern im Serum

Nachweis von B.b.-spez. Antikor-
pern im Liquor

Bestimmung des Antikérper-
Index (IgG bzw. IgM)

Extinktionserum 1:101

< Schwellenwert fir Serum
und

Extinktiontiquor 1:4 (1:2)

> Schwellenwert fiir Liquor

Nachweis von B.b.-spez. Antikor-
pern im Serum

Nachweis von B.b.-spez. Antikor-
pern im Liquor

Bestimmung des Antikdrper-
Index (IgG bzw.lgM)

Extinktionserum 1:101

> Schwellenwert fir Serum
und

Extinktioniguor 1:4 (1:2)

> Schwellenwert fiir Liquor

Liegen entsprechend geeignete OD-Werte von Liquor und Serum vor,
kann der intrathekale Antikdrper-Index (Al) unter Verwendung der
Auswertesoftware (siehe Kap.3) ermittelt werden. Sollten Sie den
Antikorper-Index (Al) manuell berechnen wollen, kdnnen Sie von
Mikrogen eine Berechnungsvorlage anfordern.

Ist der Wert eines Serums < 0,100 und der des zugehorigen Liquorbe-
fundes Uber dem Schwellenwert, wird fiir die Antikorper-Index-
Berechnung eine Extinktion des Serums von 0,100 angenommen.

225 Interpretation der Antikdrper-Index-Werte
Antikérper-Index IgG und IgM Interpretation
0,6 <AI<13 normal
1,3<Al<15 grenzwertig
>15 pathologisch

Antikdrper-Index-Werte zwischen 0,6 < Al < 1,3 sind im Normalbe-
reich. Eine intrathekale Synthese von Borrelien-Antikdrpern ist un-
wahrscheinlich. Die nachgewiesenen Borrelien-Antikdrper im Liquor
stammen aus dem Serum und sind passiv Uber die Blut-Liquor-
Schranke in den Liguorraum Ubergetreten.

Antikorper-Index-Werte < 0,6 deuten meist auf einen analytischen
Fehler (z.B. klinische Chemie) hin. Es wird eine Uberpriifung empfoh-
len, ob Serum und Liquor vom gleichen Tag stammen bzw. ob eine
Probenverwechslung ausgeschlossen ist. Gegebenenfalls ist eine
wiederholte Bestimmung der klinischen Chemie und/oder der Borre-
lien-spezifischen Antikdrper sinnvoll. Niedrige Antikdrperindizes kdn-
nen jedoch auch ohne Vorliegen eines analytischen Fehlers durch
Antikorper- oder Albumininfusionen hervorgerufen werden.
Antikdrper-Index-Werte zwischen 1,3 und 1,5 sind grenzwertig. Es
empfiehlt sich, das Liquor/Serum-Paar erneut zu testen oder bei ent-
sprechender klinischer Fragestellung ein neues Liquor/Serum-Paar im
zeitlichen Verlauf der Erkrankung zu untersuchen.
Antikorper-Index-Werte > 1,5 sind als pathologisch einzustufen. Sie
geben Hinweis auf eine intrathekale Synthese von Borrelien-
Antikorpern, wie sie bei Patienten mit Neuroborreliose gefunden wird.
Wir empfehlen pathologische bzw. grenzwertige Ergebnisse in
einem Bestatigungstest zu untersuchen (siehe Liquor/Serum
Analytik recomLine Borrelia IgG, IgM).

2.3 Grenzen der Methode, Einschréankungen

e Serologische Testergebnisse sind immer in Zusammenhang mit
dem klinischen Bild zu sehen. Therapeutische Konsequenzen der
serologischen Befundung sind im Zusammenhang mit den klini-
schen Daten zu ziehen.

e Ein normaler Antikdrper-Index (Al) kann eine Liquorinfektion mit
Borrelia burgdorferi nicht ausschlie3en. Insbesondere in der friilhen
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Infektionsphase kénnen Antikérper noch nicht oder in nicht nach-
weisbarer Menge vorhanden sein. Eine Antibiotika-Behandlung im
frihen Stadium kann eine Bildung von nachweisbaren Antikérpern
verhindern. Bei klinischem Verdacht auf Neuroborreliose und ne-
gativem bzw. fraglichem Serumbefund sollten nach drei Wochen
erneute Probenentnahmen und Testungen erfolgen.

e Ein pathologischer Antikdrper-Index (Al) im 1gG und/oder IgM
bedeutet nicht in jedem Fall, dass eine aktive Neuroborreliose vor-
liegt. Da intrathekale Antikorper langere Zeit persistieren, kdnnen
Antikorper einer zuriickliegenden Infektion nachgewiesen worden
sein. Es sollte deshalb die Zellzahl im Liquor und der Albuminquo-
tient zur Diagnosestellung hinzugezogen werden.

e Eine intrathekale Synthese von IgM-Antikdrpern gibt keinen Hin-
weis auf eine frische Infektion.

e Durch die selektive Verwendung der rekombinanten Borrelia burg-
dorferi Antigene ist eine Kreuzreaktion mit Antikérpern, die durch
eine Infektion mit Erregern der Syphilis (Treponema pallidum), des
Ruckfallfiebers (Borrelia recurrentis, Borrelia duttonii, Borrelia
hermsii) oder der Leptospirose (Leptospira sp.) induziert werden,
weitestgehend ausgeschlossen. Bei einer aktiven Lues-Infektion
bzw. einer Lues-Serumnarbe sind vereinzelt Antikdrperaktivitaten
gegen das Antigen p41 gefunden worden.

Eine Lues-Infektion muss bei positivem serologischem Befund dif-
ferentialdiagnostisch in jedem Fall ausgeschlossen werden.

e Bei Vorliegen einer infektiosen Mononukleose (Pfeiffersches Drii-
senfieber, EBV-Infektion) kann es zu einer polyklonalen Stimulie-
rung von B-Lymphozyten kommen. Dies kann zu unspezifischen
Reaktionen beim Nachweis von Antikdrpern der IgM-Klasse fiih-
ren. Es wird empfohlen, bei unklarer Anamnese und Vorliegen ei-
ner schwachen IgM-Antwort, eine frische EBV-Infektion
differentialdiagnostisch auszuschlief3en.

2.4 Leistungsmerkmale

241 Antigene und Evaluierungsseren

recomWell Borrelia und recomLine Borrelia wurden mit Seren und
Liquores Uberwiegend aus dem Siid- und Westdeutschen Raum evalu-
iert. Die Seren stammen von Patienten mit typischen klinischen Symp-
tomen unterschiedlicher Phasen einer Borrelieninfektion (Erythema
migrans, Neuroborreliose, Lyme-Arthritis und Acrodermatitis chronica
atrophicans).

Es werden folgende Antigene fur die Herstellung der Teste benutzt:
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (verschiedene Stamme).

recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VISE (verschiedene Stamme).

recomLine Borrelia 19G, IgM: p100 (B. afzelii), VISE (verschiedene
Stamme), p58 (B. garinii), p41 (B. b. sensu stricto), p39 (B. afzelii),
OspA (B. afzelii), OspC (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,

B. spielmanii), p18 (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,

B. spielmanii, B. bavariensis).

24.2 Evaluierung

146 Liquor/Serum-Paare wurden mit dem recomWell Borrelia unter-
sucht. Pathologische und grenzwertige Antikorper-Index-Werte wurden
im recomLine Borrelia nachgetestet. Die Proben wurden in Gruppen
eingeteilt, wie in Tabelle 3 (klinisch definierte) und Tabelle 4 (nicht-
definierte) beschrieben.
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Tabelle 3: Klinisch definierte Liquor/Serum-Paare, n = 57

. 19G: IgM:
Anti-B.b.- 19G Al IgM Al s e
Bekannte Yo Bestati- Bestéti-
" | Kiinische Daten Antlkorper pathol/ | - pathol/ gung durch | gung durch
im Serum | grenzw. | grenzw. L S
recomLine* | recomLine:
31 Neuro- ia 31 18 29/31 18/18
borreliose ) (100%) (86%) (94%) (100%)

Zellzahl >5/ul und gestorte Blut-Liquor-Schranke (mindestens in einer von ggf.
mehreren Abnahmen eines Patienten) und intrathekale 1g-Synthese (mindes-

tens in einer von ggf. mehreren Abnahmen eines Patienten), spezifische anti-

Borrelia burgdorferi-Antikérper im Serum.

7] Negave | nein [ 0 [ 0 ] - [ -

Zellzahl <5/pl, intakte Blut-Liquor-Schranke, keine intrathekale Ig-Synthese,
keine anti-Borrelia burgdorferi-Antikdrper im Serum.

Multiple 2ja

19 Sklerose 17 nein

*Bestatigung durch starkere oder zusatzliche Banden im Liquor im
Vergleich zum Serum. Getestet wurden die jeweils Al-pathologischen
oder Al-grenzwertigen Liquor/Serum-Paare.

Tabelle 4: Nicht-definierte Liquor/Serum-Paare, Testung auf Neuro-
borreliose, n = 70

1gG: IgM:
Bestéti- Bestéti-
gung durch | gung durch
recomLine* | recomLine*

Anti-Bb.- | IgGAl | IgMAI
Antikorper | pathol./ | pathol./
im Serum | grenzw. | grenzw.

Bekannte
klinische Daten

17 | mdogliche NB ja 4 4 4 4

Zellzahl >5/ul und gestorte Blut-Liquor-Schranke (mindestens in einer von ggf.
mehreren Abnahmen eines Patienten) oder intrathekale 1g-Synthese (mindes-
tens in einer von ggf. mehreren Abnahmen eines Patienten), spezifische anti-
Borrelia burgdorferi-Antikdrper im Serum.

Verdacht auf
anderen .
16 | entziindiichen Ja 1 0 1 .

ZNS-Prozess

Zellzahl >5/pl oder gestorte Blut-Liquor-Schranke (mindestens in einer von ggf.
mehreren Abnahmen eines Patienten) und/oder intrathekale 1g-Synthese (min-
destens in einer von ggf. mehreren Abnahmen eines Patienten), spezifische
anti-Borrelia burgdorferi-Antikérper im Serum.

Verdacht auf
anderen .
22| entziindichen | &M ! L ! !

ZNS-Prozess

Zellzahl >5/pl oder gestorte Blut-Liquor-Schranke (mindestens in einer von ggf.
mehreren Abnahmen eines Patienten) und/oder intrathekale Ig-Synthese (min-
destens in einer von ggf. mehreren Abnahmen eines Patienten), keine spezifi-
schen anti-Borrelia burgdorferi-Antikdrper im Serum.

15 [ negative | ja [ 1 [ 1 ] 0 [ 0

Zellzahl <5/pl, intakte Blut-Liquor-Schranke, keine intrathekale Ig-Synthese,
spezifische anti-Borrelia burgdorferi-Antikbrper im Serum.

*Bestatigung durch starkere oder zusatzliche Banden im Liquor im
Vergleich zum Serum. Getestet wurden die jeweils Al-pathologischen
oder Al-grenzwertigen Liquor/Serum-Paare.

In 19 Fallen ergaben sich Antikdrper-Index-Werte < 0,6 im IgG
und/oder IgM. Diese Félle wurden aus der Auswertung ausgeschlos-
sen, da analytische Fehler (z.B. klinische Chemie) nicht ausgeschlos-
sen werden kénnen.

3 Auswertesoftware — Screening mit recomWell

Das von Mikrogen entwickelte Excel-Rechenblatt dient zur Berech-
nung des intrathekalen Antikdrper-Index (Al) von Liquor/Serum-Paaren
mit Hilfe eines ELISAs. Daruber hinaus kénnen mit dem Exel-
Rechenblatt Probenverdiinnungen ermittelt werden, die fir die Be-
rechnung des Antikdrper-Index-Wertes sowie fir einen einheitlichen
1gG-Gehalt eines anschlie3enden Bestatigungstests geeignet sind.

3.1 Erforderliches Zubehor
Rechner mit Excel-Software

3.2 Warnungen und Sicherheitsvorkehrungen

4 Nur fur die In-vitro-Diagnostik verwenden.

¢ Bitte prifen Sie, ob Sie uber die aktuelle Version verfligen. Die
aktuelle Version kénnen Sie bei Mikrogen (+49 89 54801-0) anfor-
dern oder herunterladen (www.mikrogen.de - Downloads).

¢  Vor Durchfiihrung des Programms die gesamte Gebrauchsanwei-
sung durchlesen und sorgféltig befolgen. Abweichungen von in der
Gebrauchsanweisung aufgefiihrten Anweisungen kénnen zu feh-
lerhaften Ergebnissen fuhren.
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MIKROGEN

DI AGNOSTIK

3.3 Durchfuhrung
Bei Offnen des Auswerteprogramms erscheint folgendes Fenster:

MIKROGEN

D1 AGNOSTIK

Liquordiagnostik recom Well

Version 10.0

recom el Borrelia
Berechnung
WellVerdiinnung

recomWell Borrelia recomLine Borrelia
Berechnung
Streifen-Verdannung

IgG Igh
Charge . Alle Werte zuriicksetzen ‘

Datum
Anwender Voransicht | Drucken ‘

Probe

Patient Gebun.sdalum;
Einsender Prob h

Klinische Chemie

__Albumin IgG IgM

Serum 0,00 0,00 0.00fan (=]
Liquor 0,00 0,00 0,00 mg) [+ K ions-Verhaltnis 1: 1000
Spezifische Antikérper
U L L
Kalibriermethode | Methode A =] max. Fehlertoleranz (%) 30; 30!
19G
Igh
Extinktion Verdunr Cut-off U/ml
IgG IgM IgG Ight 19G g lgG IgM

Serum Werte 1 0.100° 0,100’ 101 101 0.000 0.000
Serum Werte 2 0,000 0,000 101 101
Liquor Werte 1 0.000; 0,000; 4.0; 2.0 ‘
Liquor Werte 2 0.000; 0,000; 4.0 20
Quotienten Qai

Quac

Qigm

QLim (IgG)

Quim (IgM)

Qspez. (IgG)

Qspez. (Igh)
Antikorper-Index Al (1gG)

Al (Igh)

Zu Beginn geben Sie bitte die Charge des verwendeten Testkits,
Datum, Anwender und die Patientendaten inklusive der Daten der
klinischen Chemie in die vorgesehenen Felder ein. Fur die Werte der
klinischen Chemie miissen die entsprechenden Einheiten ausgewahlt
werden (g/l; mg/l; g/dl; mg/dl).

Sollten Sie nicht die in Kap. 2.2.2 empfohlenen Verdinnungen nutzen
wollen, kann das Rechenblatt vor Beginn der Analysen fir eine erste
Abschéatzung von geeigneten Verdinnungen auf Basis der klinisch
chemischen Daten (Albumin und IgG-Gehalt) genutzt werden. Driicken
Sie in diesem Fall die entsprechende Schaltflache ,recomWell Borrelia
Berechnung Well-Verdiinnung“ oben rechts und tragen die klinischen
Daten ein.

Bitte beachten Sie, dass alle nicht genutzten Felder den Wert 0 enthal-
ten. Betatigen Sie ggf. die Schaltflache ,Alle Werte zuriicksetzen®, um
dies zu erwirken.

Unabhéangig von den Verdinnungen, die fiir die Messung von Liquor-
und Serumproben herangezogen wurden, kann das Rechenblatt wie
folgt fuir die Berechnung des Antiképer-Index dienen:

Unter dem Feld ,Spezifische Antikdrper® wéhlen Sie zunéchst die
Auswertevariante aus einer Klappliste (Schaltflache ,Kalibriermetho-
de”) aus. Je nach Auswahl werden die zur Variante gehérenden Ein-
gabefelder aktiviert.

Als Serumverdiinnung ist 1:101, als Liquorverdinnung IgG 1:4 bzw.
IgM 1:2 voreingestellt. Die Extinktion der Cutoff-Kontrolle wird durch
das Programm auch fur die Liquorberechnung eingesetzt, da Liquor
und Serum im gleichen Lauf angesetzt werden mussen.

Ist der Wert des Serums < 0,100 bei positivem Liquor, wird fir die
Berechnung des Antikorper-Index (Al) eine Extinktion von 0,100 ange-
nommen.

Je nach Methode sind diejenigen Felder, die nicht fir die Berechnung
bendtigt werden, grau hinterlegt und missen nicht ausgefullt werden.

Methode A

(Berechnung ohne Referenzkurve):

Tragen Sie die gemessenen OD-Werte (ein bis zwei Liquormesswerte
und ein Serummesswert oder ein Liquor- und ein bis zwei Serum-
messwerte), die Verdunnungsfaktoren und den Wert der Cutoff-
Kontrolle ein.
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Im Feld ,max. Fehlertoleranz (%)" ist der Wert 30 voreingestellt. Fur
die bestimmungsgemé&Re Anwendung darf dieser Wert nicht veréandert
werden.

Methode B

(Berechnung unter Verwendung einer Kalibrierkurve):

Es kdnnen die gemessenen OD-Werte der Proben, die Verdiinnungs-
faktoren und der gemessene Wert der Cutoff-Kontrolle eingetragen
werden. Bei ,Kalibrator-Werte* sind die Messergebnisse (OD) der
Verdunnungsreihe der Positivkontrolle einzutragen (siehe Kap.2.2.2.2)

Das Rechenergebnis aus Methode A bzw. B wird im Feld ,Ergebnisse*
angezeigt.

Sind die Validitatskriterien des Testes nach Kap. 2.2.4.1 nicht erfiillt,
erscheint ein Warnhinweis (roter Balken). Befolgen Sie die angegeben
Empfehlungen.

Beispiel: Liquor- und Serumwert liegen mehr als 0,3 OD auseinander.
Bitte Verdiinnungen anpassen!

Spezifische Antikorper
... 1aG Igm
Kalibriermethode |Methode A EJ max. Fi (%) 30; 30
IgG
IgM
Extinkti i Cut-off U/ml
.96 IgM 196 IgM . ..19G . lgM 19G Ight
Serum Werte 1 0,800 0.100 200 101 0.400¢ 0.000
Serum Werte 2 0,000 0,000 100 101
Liquor Werte 1 1,200 0,000 10,0 2,0 I
Liquor Werte 2 0,000 0,000 4.0 20

Quotienten Qaib 14,58 /1000
Qige 8.03 /1000
Qigm 2,91 /1000
Quim (IgG) 12,04 /1000
Quim (Igh) 5,12 /1000
Qspez. (IgG) 75,00 /1000
Qspez. (IgM)
Antikorper-Index Al (IgG) 934 >= 1,5 Pathologischer Befund!
Al (IgM)

3.4 Verdunnungsrechner — ,recomWell Borrelia Berechnung
Well-Verdinnung*
Sollten erste Verdinnungen keine Berechnung des Antikdrper-Index
(Al) erlauben, kann der Verdiunnungsrechner fur die Ermittlung geeig-
neter Verdiinnungen herangezogen werden. Driicken Sie die Schalt-
flache ,recomWell Borrelia Berechnung Well-Verdiinnung“ und tragen
Sie die bisher ermitteten OD-Werte von Serum UND Liquor in die
entsprechenden Felder ein.

Serum- und Liquorverdiinnung fiir den recomWell Borrelia lgG, lgM

Zur Antikorperindex-Berechnung Voransicht Drucken
Probe (Daten werden von dem Formular s " ul
Patient Geburtsdatum
Einsender Probenentnahme
der
Messergebnisse mit dem recomWell Borrelia (falls noch keine Ergebnisse vorliegen bitte Werte zuriicksetzen)  Werte zuriicksetzen
Verdiinnung 1 Verdiinnung 2
196 faktor IgG IgM faktor Igh 196 faktor 1gG Igm faktor Igh
Serum{ 0,000 0 0.000 0 Serum! 0,000} 0 0,000
Liquor; 0,000 0 0.000 0: Liquor’ 0,000} 0 0,000 0
Folgende Verdiinnungen werden empfohlen:
19G
IgM

Sollten von beiden Proben nur Messwerte je einer Verdinnung vorlie-
gen, tragen Sie die Messwerte sowohl bei Verdinnung 1 als auch bei
Verdunnung 2 ein.

Vermeiden Sie, sofern moglich, OD-Werte > 3 fiir die Verdiinnungsbe-
rechnung. Sollten jedoch keine anderen Werte vorliegen, kénnen sie
zum Abschatzen der Verdiinnung eingetragen werden (das Eingabe-
feld wird dabei automatisch rot markiert).

Wiederholen Sie die Analysen mit den neu ermittelten Verdiinnungen.

AVLISEBBO6D_2023-05
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4 recomLine Borrelia IgG, IgM

4.1 Probenentnahme und Reagenzien-Vorbereitung

41.1 Probenmaterial (Liquor und Serum)

Liguor und Serum (EDTA, Citrat, Heparin, CPD) des Patienten mussen
am selben Tag entnommen worden sein. Die Verwendung von hitzein-
aktivierten, ikterischen, hdmolytischen, lipamischen oder triiben Pro-
ben wird nicht empfohlen. Gerade bei hdmolytischem Liquor kann es
zu falschen Werten kommen.

Achtung!

Sollen die Bestimmungen nicht sofort erfolgen, kann das Pro-
benmaterial bis zu 2 Wochen bei +2°C - +8°C aufbewahrt werden.
Eine langere Lagerung der Proben ist durch Aufbewahrung bei
-20°C oder tiefer moglich. Ein wiederholtes Einfrieren und Auftau-
en der Proben wird wegen der Gefahr fehlerhafter Resultate nicht
empfohlen. Mehr als 3 Tiefgefrier- und Auftau-Zyklen sollten
vermieden werden.

4.1.2 Herstellung der Lésungen
4121 Verdiinnungspuffer

Der Verdiinnungspuffer fir die Liquor- und Serumverdiinnung ist
gebrauchsfertig.

4122 Herstellung des gebrauchsfertigen Waschpuffers A

Dieser Puffer wird flr die Konjugatverdiinnung sowie die Waschschrit-
te bendtigt.

Vor dem Verdiinnen ist das Volumen des Waschpuffers A fir die
entsprechende Anzahl der durchzufiihrenden Tests zu bestimmen.
Das Magermilchpulver wird zuerst in Waschpuffer A-Konzentrat geldst
und dann mit deionisiertem Wasser auf das Endvolumen aufgefillt
(Verdinnung 1 + 9). Die bendtigten Mengen fur eine definierte Anzahl
von Teststreifen sind entsprechend folgender Formeln rechnerisch zu
ermitteln (Geratespezifisches Totvolumen ist nicht beruicksichtigt):

4.2.2 Testdurchfihrung

MIKROGEN

DI AGNOSTIK

Nr. | Durchfiihrung Anmerkung
1 Alle Reagenzien vor Testbeginn Die Testdurchfiihrung erfolgt bei
fur mindestens 30 Minuten auf Raumtemperatur.

18°C - 25°C (Raumtemperatur)
temperieren.

2 Probenvorbereitung
Verdinnungpuffer fir Serum und
Liquor je nach Verdiinnungsbe-
rechnung (siehe Auswertepro-
gramm) vorlegen.

Die berechneten Serum- und
Liqguormengen zugeben (Endvo-
lumen Serum 2ml; Liquor 1ml)

Liquor wird so konzentriert wie
maoglich eingesetzt. (IgG 1:2 — 1:20,
IgM 1:2 — 1:10). Die Serumverdin-
nung richtet sich nach der eingesetz-
ten Liquormenge und den klinisch
chemischen Vorbefunden. Probe in
den Verdlnnungspuffer pipettieren
und schnellstmdglich durch vorsichti-
ges Schutteln der Inkubationswanne
mischen.

Sollen Serummengen < 10 pl pipet-
tiert werden, empfiehlt sich eine 1:10
bzw. 1:100 Vorverdinnung

3 Inkubation
Teststreifen einlegen

Uber Nacht unter leichtem Schiit-
teln inkubieren.

Die Streifen nicht mit bloBen Handen
anfassen — Plastikpinzette verwen-
den. Die Streifennummer zeigt nach
oben.

Die Streifen mussen komplett unter-
getaucht sein.

Inkubationsschale abdecken.

4 Waschen

a) | Abdeckung vorsichtig von den
Inkubationsschalen nehmen.

b) | Probenverdinnung vorsichtig aus
den einzelnen Vertiefungen
absaugen.

¢) |2 ml gebrauchsfertigen Wasch-
puffer A in jede Vertiefung pipet-
tieren, fur 5 Minuten unter leich-
tem Schutteln waschen und
anschlieRend den Waschpuffer A
absaugen.

Waschschritte 4a - 4c insgesamt
dreimal durchfihren.
Kreuzkontamination vermeiden.

Bei maschineller Abarbeitung sind
diesbezuglich die Hinweise des
Gerateherstellers zu beachten.

Beispiel:
Reagenz Formel 5 Streifen
Magermilchpulver [g] = Streifen-Anzahl x 0,1 05¢9
Waschpuffer A-Konzentrat [ml] = Streifen-Anzahl x 2 10 mi
Deionisiertes Wasser [ml] = Streifen-Anzahl x 18 90 mi
Gebrauchsfertiger Waschpuffer A [ml] | = Streifen-Anzahl x 20 100 ml

Gebrauchsfertiger Waschpuffer A kann bei 2°C - 8°C vier Wochen
gelagert werden. Der gebrauchsfertige Waschpuffer A ist geruchlos
und leicht getriibt.

4123 Herstellung der Konjugatldsungen

Die Konjugatldsung ist unmittelbar vor Gebrauch herzustellen, eine
Lagerung der gebrauchsfertigen Konjugatlésung ist nicht méglich.

Ein Teil des Konjugat-Konzentrats wird mit 100 Teilen gebrauchsferti-
gem Waschpuffer A verdiinnt (1 + 100).

Die benétigten Mengen fiir eine definierte Anzahl von Teststreifen sind
entsprechend folgender Formeln rechnerisch zu ermitteln:

5 Inkubation mit Konjugat

2 ml gebrauchsfertige Konjugat-
16sung zugeben und 45 bzw. 60
*Minuten unter leichtem Schiitteln
inkubieren.

Inkubationsschale mit dem Kunst-
stoffdeckel abdecken und auf den
Schiittler stellen.

6 Waschen
siehe unter 4

Waschschritte 4a - 4c insgesamt
dreimal durchfihren.

7 Substratreaktion

1,5 ml der Substratldsung
zugeben und 8 Minuten unter
leichtem Schiditteln inkubieren.

8 Abstoppen der Reaktion
Substratlésung entfernen
Mindestens dreimal kurz mit
deionisiertem Wasser waschen.

9 Trocknen der Streifen

Streifen vor der Auswertung 2
Stunden zwischen 2 Lagen
saugféhigen Papiers trocknen.

Streifen vorsichtig mit einer Plastik-
pinzette aus dem Wasser nehmen.
Streifen vor Licht geschutzt aufbe-

wahren.

Beispiel:
Reagenz Formel 5 Streifen
Konjugat-Konzentrat [pl] = Streifen-Anzahl x 20 100 pl
Gebrauchsfertiger Waschpuffer A [ml] | = Streifen-Anzahl x 2 10 ml

Die Konjugatmengen sind ohne Totvolumen berechnet. Je nach Abar-
beitung (manuell bzw. an einem Geréat) bitte zuséatzliche Konjugatlo-
sung fur 1 bis 3 Streifen ansetzen.

4.2 Testung von Liquor/Serum-Paaren mit dem recomLine
Borrelia
4.2.1 Probenverdiinnung
Wurde fur Liquor und Serum im Screening ELISA ein pathologischer
oder grenzwertiger Antikdrper-Index (Al) ermittelt, werden tber das
Auswerteprogramm die Verdinnungen fir die folgende Bestatigung im
recomLine Borrelia berechnet. Durch diese Verdunnungen werden
gleiche Immunglobulingehalte im Serum und Liquor eingestellt, um
eine intrathekale Antikorpersynthese abzugrenzen von Antikorpern, die
passiv aus dem Serum in den Liguor Ubergetreten sind. Eine intrathe-
kale Synthese kann auch direkt ohne ELISA mit dem recomLine Borre-
lia bestimmt werden.

AVLISEBBO6D_2023-05

Achtung!

Inkubationsldésungen dirfen nicht in andere Vertiefungen verschleppt
werden. Insbesondere beim Offnen und SchlieRen des Deckels sind Sprit-

zer zu vermeiden.

* Beide Konjugatinkubationszeiten wurden von Mikrogen evaluiert
(siehe Kap. 4.5.3) und kénnen entsprechend der Anforderungen im

Labor ausgewahlt werden.

4.3 Ergebnisse

43.1 Validierung — Qualitatskontrolle
Eine Auswertung des Tests kann erfolgen, wenn die folgenden Krite-

rien erflillt sind:

1. Reaktionskontroll-Bande (oberste Linie) deutlich geférbt, dunkle

Bande.

2. Antikorperklasse (zweite und dritte Bande): die IgG- bzw. IgM-
Konjugatkontrollbande muss eine deutliche Farbung zeigen.
3. Cutoff-Kontrolle (vierte Bande): keine Bedeutung.

4.3.2 Auswertung

Die Auswertung der Teststreifen kann nur visuell erfolgen.

e Notieren Sie im beigefligten Auswertebogen Datum und Chargen-
Nummer, sowie die detektierte Antikérperklasse.

e Tragen Sie die Proben-ldentifizierungs-Nummern in den Auswer-

tebogen ein.

e Kleben Sie nun mit einem Klebestift die dazugehdrigen Teststrei-
fen in die entsprechenden Felder des Auswertebogens. Richten
Sie dazu die Teststreifen mit der Reaktionskontroll-Bande an der
eingezeichneten Markierungslinie aus. Kleben Sie dann mit einem
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durchsichtigen Klebeband die Teststreifen links von der Markie-
rungslinie an (Reaktionskontroll-Bande nicht uberkleben!). Flachi-
ges Ankleben der ganzen Teststreifen mit Klebestift oder Klebe-
band kann zu Veranderungen der Farbung fiihren.

o Identifizieren Sie nun die Banden der entwickelten Teststreifen
anhand des aufgedruckten Kontrollstreifens des Auswertebogens
und tragen diese in den Auswertebogen ein.

e Sichtbare Banden (Cutoff unabhéngig) im verdinnten Serum
werden mit + gekennzeichnet. Liegt die Bande des korrespondie-
renden Liquorstreifens in der Intensitat tber der Serumbande, wird
ein ++ notiert. Zusétzliche Banden im Liquor werden mit + ver-
merkt.

433 Interpretation der Testergebnisse

Bewertung der Banden | Interpretation

Keine Banden im Liquor | Keine Borrelien-spezifischen Antikorper im Liquor-

vorhanden. raum nachweisbar.

Banden im Liquor vor- Die nachgewiesenen Borrelien-spezifischen Antikor-
handen, Intensitat der per sind passiv aus dem Serum in den Liquorraum
Banden gleich im Ver- gelangt.

gleich zu Serum.

Banden im Liquor vor- Mdglichkeit eines analytischen Fehlers (z.B. Kklini-
handen, Intensitéat der sche Chemie). Es wird eine Uberpriifung empfohlen,
Banden schwacher als ob Serum und Liquor vom gleichen Tag stammen
im Serum. bzw. ob eine Probenverwechslung ausgeschlossen

ist. Ggf. sind eine wiederholte Bestimmung der
klinischen Chemie und die anschlieRende Wiederho-
lung der Testung mit korrigierter Verdiinnung sinn-

voll.
Banden im Liquor vor- Eine intrathekale Synthese von Borrelien-
handen, Intensitat der spezifischen Antikdrpern ist wahrscheinlich.
Banden stéarker als im
Serum,
und/oder

zusétzliche spezifische Zusétzliche spezifische Banden im Liquor sind hoch
Banden im Liquor. signifikant fur eine Borrelien-spezifische intratheka-
le Antikdrperproduktion.

Isoliertes p41 kann unspezifisch sein. Eine intrathe-
kale Synthese ist aber nicht auszuschlieRen.

Bandenintensitat im Bei sehr starker Bandenintensitét eines Antigens
Séttigungs-Bereich kann es vorkommen, dass eine vergleichende
(sehr starke Bandenin- Beurteilung der Reaktivitdten zwischen Serum
tensitat). und Liquor nicht mdglich ist. Ist die Aussage uber
eine intrathekale Synthese nicht aufgrund anderer
Antigene abzuleiten, empfehlen wir eine Wiederho-
lung der Liquor/Serum-Testung mit angeglichenen
Immunglobulin-Konzentrationen in hoherer Verdin-
nung. In diesen Fallen werden auch Verdiinnungen
des Liquors > 1:20 im 1gG bzw. > 1:10 im IgM
empfohlen.

4.4 Grenzen der Methode, Einschréankungen

e Serologische Testergebnisse sind immer in Zusammenhang mit
dem klinischen Bild zu sehen. Therapeutische Konsequenzen der
serologischen Befundung sind im Zusammenhang mit den Klini-
schen Daten zu ziehen.

e Ein normaler Befund kann eine Liquorinfektion mit Borrelia burg-
dorferi nicht ausschlief3en. Insbesondere in der friihen Infektions-
phase kénnen Antikdrper noch nicht oder in nicht nachweisbarer
Menge vorhanden sein. Eine Antibiotika-Behandlung im frihen
Stadium kann eine Bildung von nachweisbaren Antikérpern ver-
hindern. Bei klinischem Verdacht auf Neuroborreliose und negati-
vem bzw. fraglichem Serumbefund sollten nach drei Wochen er-
neute Probenentnahmen und Testungen erfolgen.

e Ein pathologisches Ergebnis im IgG und/oder IgM bedeutet nicht in
jedem Fall, dass eine aktive Neuroborreliose vorliegt. Da intrathe-
kale Antikérper langere Zeit persistieren, konnen Antikorper einer
zuruckliegenden Infektion nachgewiesen worden sein.

e Eine intrathekale Synthese von IgM-Antikdrpern gibt keinen Hin-
weis auf eine frische Infektion.

e Durch die selektive Verwendung der rekombinanten Borrelia burg-
dorferi Antigenen ist eine Kreuzreaktion mit Antikérpern, die durch
Infektion mit Erregern der Syphilis (Treponema pallidum), des
Ruckfallfiebers (Borrelia recurrentis, Borrelia duttonii, Borrelia
hermsii) oder der Leptospirose (Leptospira sp.) induziert werden,
weitestgehend ausgeschlossen. Bei einer aktiven Lues-Infektion
bzw. einer Lues-Serumnarbe sind vereinzelt Antikdrperaktivitaten
gegen das Antigen p41 gefunden worden. Eine Lues-Infektion soll-
te daher bei unklarer Borrelienserologie ausgeschlossen werden.

e Bei Vorliegen einer infektiosen Mononukleose (Pfeiffersches Drii-
senfieber, EBV-Infektion) kann es zu einer polyklonalen Stimulie-
rung von B-Lymphozyten kommen. Dies kann zu unspezifischen
Reaktionen beim Nachweis von Antikérpern der IgM-Klasse fiih-
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ren. Es wird empfohlen, bei unklarer Anamnese und Vorliegen ei-
ner schwachen IgM-Antwort eine frische EBV-Infektion differential-
diagnostisch auszuschlie3en.

e Dunkle Teststreifen: Manche Patientenproben kdnnen auf dem
gesamten Nitrozellulose-Streifen eine dunkle, durchgéangige oder
gemusterte Farbung erzeugen. Hierfir sind unterschiedliche Fak-
toren aus dem jeweiligen Patientenserum verantwortlich. Die Aus-
wertung dieser Streifen ist in der Regel nur mit Einschréankungen
mdoglich. So sind z.B. "inverse" Banden (weil3e Banden auf dunk-
lem Hintergrund) als negativ zu werten. Das entsprechende Serum
sollte in jedem Fall mittels anderer serologischer Methoden Uber-
priift werden.

4.5 Leistungsmerkmale

451 Antigene und Evaluierungsseren

RecomWell Borrelia und recomLine Borrelia wurden mit Seren und
Liquores Uiberwiegend aus dem Sud- und Westdeutschen Raum evalu-
iert. Die Seren stammen von Patienten mit typischen klinischen Symp-
tomen unterschiedlicher Phasen einer Borrelieninfektion (Erythema
migrans, Neuroborreliose, Lyme-Arthritis und Acrodermatitis chronica
atrophicans).

Es werden folgende Antigene fur die Herstellung der Teste benutzt:
recomWell IgG: OspC (B. garinii und B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (verschiedene Stamme).

recomWell IgM: OspC (B. garinii und B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VISE (verschiedene Stamme).

recomLine Borrelia IgG, IgM: p100 (B. afzelii), VISE (verschiedene
Stamme), p58 (B. garinii), p41 (B. b. sensu stricto), p39 (B. afzelii),
OspA (B. afzelii), OspC (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,

B. spielmanii), p18 (B. b. sensu stricto, B. afzelii, B. garinii,

B. spielmanii, B. bavariensis).

452 Allgemeine Leistungsmerkmale
Siehe 2.4 Leistungsmerkmale recomWell Borrelia IgG, IgM.

453 Evaluierung Konjugatinkubation 45 Minuten versus

60 Minuten
28 Liquor/Serum-Paare mit pathologischem Antikdrper-Index (Al) und
Verdacht auf Neuroborreliose wurden sowohl mit 45 Minuten als auch
mit 60 Minuten Konjugatinkubation getestet. Die Gegenuberstellung
zeigte zu 100% die gleichen Ergebnisse.

5 Software — Bestatigung mit recomLine

5.1 Verdunnungsrechner Streifentest

Soll nach Berechnung des Antikdrper-Index (Al) eine Bestétigung mit
einem Streifentest erfolgen, lasst sich die erforderliche Serum-
verdlinnung durch Betéatigen der Schaltflache ,Berechnung Streifen-
Verdunnung* ermitteln.

Auf dem gedffneten Rechenblatt kann unter ,Liquorverdiinnung® die
Menge des Liquors, der zur Verfigung steht, eingetragen werden.
Zudem kann die gewiinschte Verdiinnung des Liquors verandert wer-
den.

Mit Hilfe der zuvor eingegebenen klinischen Daten (ELISA-
Rechenblatt) ermittelt das Programm fir den Ansatz im recomLine
Borrelia nun die Serumverdiinnung, die der jeweiligen Gesamt-
Immunglobulinkonzentration im Liquor im IgG bzw. im IgM entspricht.

718



Liguor/Serum Analytik, recomWell Borrelia IgG, IgM - recomLine Borrelia 1gG, IgM

Arbeitsanleitung (Deutsch)

MIKROGEN

DI AGMNOSTIK

Serum- und Liquorverdiinnung fiir den recomLine Borrelia IgG, IgM

Zur Antikdrperindex-Berechnung Voransicht Drucken

Version 10.0

Probe (Daten werden von dem Formular "Antikérperindex-Berechnung” tbernommen)

Patient Geburtsdatum
Einsender Probenentnahme

Liquorverdiinnung
1009,

Serum- Liquor- Inkubationszeit? N \Ll

Wieviel Liquor steht zur Verfugung?!

Wie maochten Sie den Liquor verdiinnen?

max. 1:20 verdiinnen! 1gG [12 [=] =500yl Liquor + 500 pl Verdiinnungspuffer
max. 1:10 verdiinnen! Ight | 1:5 =] =200 pl Liquor + 800 pl Verdiinnungspuffer
Serumverdinnung

Fiir eine dem Liquor entsprechende Ig-Konzentration muss das Serum wie folgt verdiinnt werden:
Grundlage der Berechnung sind QIgG und QLim (IgG} bzw. Qight und QLim (Igh) aus der Antikbrperindex-Berechnung
IgG
ohne Ververdiinnung es fehlen Daten aus der klinischen Chemie
alternativ, Serum 1:10 vorverdiinnt
(100 pl Serum + 900 pl Verdinnungspuffer)

alternativ, Serum 1:100 vorverdiinnt
(10 pl Serum + 990 yl Verdinnungspuffer)

Ight
ohne Vorverdiinnung es fehlen Daten aus der klinischen Chemie

alternativ, Serum 1:10 vorverdiinnt
(100 pl Serum + 900 pl Verdinnungspuffer)

alternativ, Serum 1:100 vorverdiinnt
(10 pl Serum + 880 yl Verdinnungspuffer)

6 Literatur
Siehe Gebrauchsanweisung recomWell Borrelia 1I9G, IgM oder recom-
Line Borrelia IgG, IgM

7 Hersteller- und Versionsdaten

Liquor/Serum Analytik

recomWell Borrelia IgG Artikel-Nr. 4204
recomWell Borrelia IgM Artikel-Nr. 4205
recomLine Borrelia IgG Artikel-Nr. 4272
recomLine Borrelia IgM Artikel-Nr. 4273
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