Analyse de LCS/sérum
recomWell Borrelia IgG, IgM
recomLine Borrelia IgG, IgM
Logiciel d'évaluation

Instructions de travail (francais)

Veuillez toujours vérifier si vous disposez de la version actuelle
des Instructions de travail (www.mikrogen.de ou +49 89 54801-0).

1 Domaine d’application

Lors d'une suspicion clinique de neuroborréliose, il convient de vérifier
la présence d'anticorps formés au niveau intrathécal. Cette vérification
peut étre faite par I'analyse de paires liquide cérébro-spinal/sérum
avec recomWell Borrelia. Il est important que les paires LCS-sérum
assorties soient testées en paralléle dans une méme procédure de
test. Ensuite, conformément au sérodiagnostic usuel a 2 niveaux, le
résultat peut étre confirmé avec recomLine Borrelia (test de confirma-
tion). Pour faciliter les calculs d'évaluation du LCS (selon Reiber), un
logiciel d'évaluation (Excel) congu spécifiguement a cet effet peut étre
demandé chez MIKROGEN.

2 recomWell Borrelia IgG, IgM

2.1 Prélevement des échantillons et préparation

2.1.1 Echantillons (sérum et liquide cérébro-spinal)

Le sérum (EDTA, citrate, héparine, CPD) et le liquide cérébro-spinal
du patient doivent étre prélevés le méme jour, idéalement en méme
temps ou avec un faible écart de temps. L'utilisation d’échantillons
inactivés par la chaleur, ictériques, hémolysés, lipémiques ou troubles
n’est pas recommandée. En particulier le LCS hémolytique peut faus-
ser les résultats.

Attention !

Si une analyse ne peut pas étre réalisée immédiatement, les
échantillons peuvent étre conservés au maximum 2 semaines
entre +2 °C et +8 °C. Il est possible de conserver les échantillons
sur une période de temps plus longue en les stockant a -20 °C ou
a une température inférieure. Une congélation/décongélation
répétée des échantillons n’est pas recommandée, car cela risque
de fausser les résultats. Il est recommandé de ne pas effectuer
plus de 3 cycles de congélation/décongélation.

2.1.2 Préparation des solutions

Les réactifs de détection suffisent pour 96 déterminations d'lgG ou
d'IgM. Les quantités indiquées ci-dessous se rapportent a I'utilisation
d’une barrette de 8 puits d’une plaque de microtitration. En cas
d'utilisation simultanée de plusieurs barrettes, multiplier les quantités
indiquées par le nombre de barrettes utilisées. Tenir compte du vo-
lume mort spécifique a I'appareil. Le tampon de dilution, le substrat et
la solution d'arrét sont préts a I'emploi.

2.1.2.1 Préparation du tampon de lavage prét a I'emploi

Diluer le tampon de lavage concentré avec de I'H,O désionisée selon
un rapport 1 + 9. Mélanger 5 ml de concentré avec 45 ml d’'H,O désio-
nisée pour chaque barrette de 8 puits. Le tampon de lavage prét a
I'emploi peut étre conservé pendant quatre semaines entre +2 °C et
+8 °C ou pendant une semaine a température ambiante.

2.1.2.2 Préparation de la solution de conjugué

Pour chaque barrette a 8 puits, verser 1 ml de tampon de dilution et
10 pl de conjugué d'anti-lgG humaines-peroxydase (bouchon rouge)
ou de conjugué d'anti-IlgM humaines-peroxydase (bouchon vert) dans
un récipient propre et bien mélanger (dilution 1 + 100). La solution de
conjugué doit étre préparée immédiatement avant I'utilisation. La
solution de conjugué préte a 'emploi ne peut pas étre conservée.

2.2 Procédure du test

221 Criblage des paires LCS/sérum sur recomWell Borrelia
Pour éviter les fluctuations d'un test a l'autre, I'analyse du sérum et du
liquide cérébro-spinal doit toujours étre effectuée en paralléle dans la
méme procédure de test. Pour une meilleure fiabilité du diagnostic,
nous recommandons d'établir chaque fois des valeurs doubles pour le
sérum et le liquide cérébro-spinal des patients.

Deux méthodes sont fondamentalement disponibles pour la réalisation
du test. Les deux méthodes tiennent compte du fait que les courbes de
dilution ne sont pas entierement linéaires sur la totalité de la plage de
mesure.
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Dans la méthode A (dilutions standard sans courbe de référence)
seules les paires a valeurs mesurées proches l'une de l'autre
(LCS/sérum) sont utilisées pour le calcul ; la linéarité de la plage de
mesure est assurée par comparaison des indices d'anticorps calculés
a partir de plusieurs paires.

Dans la méthode B (dilution standard avec courbe de calibrage),
l'indice d'anticorps (IA) est déterminé & l'aide d'une courbe de cali-
brage.

Comme les différences entre le produit de calibrage et I'échantillon du
patient peuvent influencer le résultat obtenu avec la méthode B, la
méthode A est préférable pour le calcul de l'indice d'anticorps. Si la
disponibilité d'échantillons est limitée, nous recommandons I'établis-
sement supplémentaire de la courbe de calibrage afin de pouvoir
également faire l'analyse selon la méthode B si nécessaire.

Pour simplifier le calcul de l'indice d'anticorps (1A) d'aprés Reiber, il est
conseillé d'utiliser le logiciel d'évaluation de Mikrogen (voir la rubrique
3).

Méthode A

(dilutions standard sans courbe de référence) :

Préparation des dilutions standard : voir 2.2.2.1, Tableau 1.

Afin d'assurer que I'évaluation soit faite dans le domaine linéaire de la
courbe de dilution, les conditions suivantes sont applicables pour le
calcul de l'indice d'anticorps :

1. On utilise de fagon primaire les paires de LCS/sérum dont les va-
leurs d'absorbance ne sont pas écartées de plus de 0,3 DO.

2. Si les absorbances du LCS et du sérum sont écartées de plus de
0,3 DO, l'indice d'anticorps (IA) peut néanmoins étre calculé lorsqu'on
dispose des valeurs de mesure de différentes dilutions de sérum (c'est
pourquoi il est judicieux de préparer une dilution du sérum a 1:505 en
plus de la dilution standard & 1:101 lors de la premiére préparation) :
Si une valeur de mesure du sérum est plus petite et une valeur de
mesure du sérum plus grande que la valeur de mesure du liquide
cérébro-spinal, il faut d'abord calculer l'indice d'anticorps (I1A) pour
chacune des deux combinaisons de valeurs de mesure. Si les deux
indices d'anticorps calculés sont écartés de moins de 30 % I'un de
l'autre, on utilisera celui qui a été calculé a partir des paires de valeurs
les plus rapprochées. On peut procéder de fagon analogue lorsqu'on
dispose des valeurs de mesure de différentes dilutions du liquide
cérébro-spinal et d'une seule dilution du sérum.

Fondamentalement, lorsqu'on dispose de plusieurs combinaisons
valables de valeurs de mesure, il faut toujours utiliser celles qui ont le
plus faible écart pour le calcul de l'indice d'anticorps.

Si les procédés mentionnés ne permettent pas de calculer un indice
d'anticorps correct, il faut & nouveau tester la paire de LCS/sérum en
paralléle en utilisant de nouvelles dilutions. Le logiciel d'évaluation
(chapitre 3) peut étre utilisé pour simplifier le calcul de dilutions appro-
priées (fonction de calcul Well de la dilution).

Méthode B

(réalisation du test avec utilisation d'une courbe de calibrage) :

Les paires de LCS/sérum sont diluées comme décrit pour la mé-
thode A (2.2.2.1, Tableau 1). Le contrdle positif compris dans le test
est dilué conformément aux indications fournies dans le Tableau 2
(2.2.2.2). Les solutions de calibrage 1 & 4 obtenues ainsi sont mesu-
rées parallélement aux dilutions standard dans une méme procédure
de test. Une courbe de calibrage est établie en placant les valeurs de
DO des solutions de calibrage par rapport aux dilutions correspon-
dantes ou en entrant les valeurs de mesure dans les champs corres-
pondants du logiciel. Cette courbe montre quelle valeur de mesure du
sérum ou du liquide cérébro-spinal correspond a quelle dilution de
I'échantillon de référence.

Si les valeurs de mesure de DO d'un échantillon de liquide cérébro-
spinal ou de sérum sont inférieures par rapport a I'échantillon de réfé-
rence K4, mais supérieures a la valeur seuil (cf. 2.2.4.2) et que les
deux ne sont pas écartées de plus de 0,3 DO l'une de l'autre, les
valeurs de DO des deux échantillons peuvent étre utilisées directe-
ment (comme pour la méthode A) pour le calcul du Qspec ou de
I'indice d'anticorps (I1A).

Si les valeurs de mesure de DO d'un échantillon de LCS ou de sérum
sont supérieures par rapport a I'échantillon de référence K1, la paire
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de LCS/sérum doit a nouveau étre testée en paralléle avec de nou-
velles dilutions dans la méme procédure de test (cf. 2.2.2.3).

2.2.2 Dilution des échantillons et des solutions de calibrage
Les prédilutions doivent étre faites dans des tubes en polypropyléne !

2.2.3 Réalisation du test

MIKROGEN
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N° | Etapes de la procédure

Remarque

1 Avant de commencer le test,
laisser reposer tous les réactifs a
température ambiante (+18 °C a
+25 °C) pendant au moins

30 minutes.

Pour éviter toute formation de con-
densation dans la plaque de microti-
tration, celle-ci doit étre portée a
température ambiante a I’intérieur du
sachet fermé. Aprés le prélevement
des barrettes nécessaires, la plaque
doit étre replacée dans le sachet
fermé et conservée au réfrigérateur.
Avant utilisation, bien mélanger les
sérums de controle, les échantillons
de patient et les conjugués concen-
trés.

2 Préparer les échantillons et les
controles
Cf.2.2.2

Ladilution des échantillons et des
contrdles doit toujours étre faite
immédiatement avant la réalisation
du test.

A chaque procédure de test, tous les
controles doivent étre inclus en
paralléle.

3 Incubation des échantillons

A l'aide d'une pipette, verser dans
chaque puits 100 pl d'échantillon
dilué (sérum ou liquide cérébro-
spinal) ou de contrdle dilué ;
incuber pendant 1 heure a

Prévoir au moins une valeur de
controle négatif, de contréle positif et
d'échantillon patient. Le contrdle seuil
(cut-off) doit étre placé en double, de
préférence un contréle cut-off au
début et un & la fin de la série. En cas

+37 °C. de procédure manuelle, recouvrir
soigneusement la plaque de microti-
tration d’un film protecteur inutilisé.
Utiliser l'incubateur a +37 °C.
4 Lavage Il est recommandé de réaliser cette

a) | Retirer avec précaution le film
protecteur.

b) | Vider completement (important !)
les puits.

c) | Verser 300 pl de tampon de
lavage prét a 'emploi dans
chaque puits 2> (4b)

étape avec un laveur ELISA appro-
prié.
Aspirer ou déverser et tapoter.

Effectuer au total quatre fois les
étapes de lavage.

2221 Dilutions standard d'échantillons de LCS et de sérum
Tableau 1
Sérum 1:101 A I'aiqe d'une pipette, verser 10 pl Qe ;érum ou de
IgG | Controle 1:101 coptrole dans 1 ml de tampon de dilution et bien
ot rpelanger (1 +100).
IgM A l'aide d'une pipette, verser 200 pl de la dissolution &
Sérum 1:505 1:101 dans 800 pl de tampon de dilution et bien mé-
langer.
Verser 75 pl de tampon de dilution dans le puits et
IgG | LCS 1:4 ajouter a l'aide d'une pipette 25 pl de liquide cérébro-
’ spinal. Bien mélanger la solution obtenue en la réaspi-
rant plusieurs fois dans la pipette.
Verser 50 pl de tampon de dilution dans le puits et
| . ajouter a l'aide d'une pipette 50 pl de liquide cérébro-
gM |LCS1:2 ; . . ’ .
spinal. Bien mélanger la solution obtenue en la réaspi-
rant plusieurs fois dans la pipette.
2222 Dilution du contrdle positif pour obtenir les solutions de
calibrage (IgG/IgM) pour la courbe de calibrage
Tableau 2
Echantillon de
Egifﬁjrt?grﬁedu Etape de dilution
contrdle positif)
K1 (1:101) A l'aide d'une pipette, verser 10 ul du contrdle positif dans
) 1 ml de tampon de dilution et bien mélanger.
A l'aide d'une pipette, verser 500 ul de I'échantillon de
K2 (1:202) référence 1 (K1) dans 500 pl de tampon de dilution et bien
mélanger.
A l'aide d'une pipette, verser 500 ul de I'échantillon de
K3 (1:404) référence 2 (K2) dans 500 pl de tampon de dilution et bien
mélanger.
A l'aide d'une pipette, verser 500 ul de I'échantillon de
K4 (1:808) référence 3 (K3) dans 500 pl de tampon de dilution et bien
mélanger.
2223 Dilutions supplémentaires d'échantillons

Les dilutions supplémentaires suivantes sont recommandées si les
premiéres dilutions ne permettent pas de calculer l'indice d'anticorps
(1A) :

5 Incubation avec le conjugué
Ajouter 100 pl de solution de
conjugué diluée (2.1.2.2) et
incuber 30 minutes a +37 °C.

En cas de procédure manuelle,
recouvrir soigneusement la plaque de
microtitration d’un film protecteur.

6 Lavage (voir 4b et 4c).

Effectuer au total quatre fois les
étapes de lavage.

Sérum : dilution Dilutions supp- Sérum : dilution & | Dilutions supp-

7 Réaction avec le substrat

A l'aide d'une pipette, verser
100 pl de solution de substrat
préte a 'emploi dans chaque
puits ; incuber pendant

30 minutes a température
ambiante.

Il n’est pas nécessaire de recouvrir la
plaque d’un film. Protéger de
I'exposition directe au soleil.

Le temps est calculé a partir du
remplissage du premier puits.

standard 1:101 |émentaires 1:500 (absorbance) | lémentaires

(absorbance) recommandées recommandées :

<2,000 Aucune dilution || <2 000 Aucune dilution
supplémentaire supplémentaire

>2,000 & 3,000 1:500 >2,000 a 3,000 1:1000, 1:2000,

1:4000

>3,000 1:1000, 1:2000, | >3,000 1:8000, 1:16000

1:4000

8 | Arrét de la réaction

Ajouter 100 pl de solution d’arrét
préte a 'emploi dans chaque puits
a l'aide d’'une pipette.

Ne pas retirer la solution de substrat
avant d’ajouter la solution d’arrét !
Suivre le méme schéma de pipetage
que pour la solution de substrat.

LCS, IgG : dilution | Dilutions supp- [ LCS, IgM : dilution | Dilutions supp-

9 Mesure de 'absorbance
Mesurer I'absorbance de chaque
puit sur un photométre pour
plaques de microtitration, &

450 nm et a une longueur d’onde
de référence de 650 nm (plage
admissible de 620 a 650 nm).

La compensation & zéro intervient par
rapport a l'air. La valeur mesurée doit
étre lue dans les 60 minutes suivant
I'arrét de la réaction.

standard 1:4 Iémentaires standard 1:2 lémentaires
(absorbance) recommandées | (absorbance) recommandées
<2,000 Aucune dilution || <2 000 Aucune dilution
supplémentaire supplémentaire
>2,000 a 3,000 1.10 >2,000 a 3,000 1:5
1.20
>3,000 1.40, 1:200, >3,000 1.10, 1.20, 1.40
1:1000

Attention !

Les solutions d’incubation ne doivent pas se répandre dans d’autres puits.
Eviter en particulier toute projection lors du retrait ou de la mise en place

du film protecteur.

Alternativement, on peut utiliser le calculateur de dilutions du logiciel
(rubrigue 3). L'activation du champ de calcul Well des dilutions conduit
a la feuille de calcul permettant de déterminer les dilutions appro-
priées.
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2.2.4 Interprétation du test

La valeur seuil (cut-off) est définie comme la moyenne des valeurs
d'absorbance des deux contréles cut-off (placés au début et a la fin de

la série).

2241

Validation — contrdle gqualité

Le test est évaluable si les conditions suivantes sont remplies :
o Les différentes valeurs d'absorbance de la double détermination du
contrble cut-off ne sont pas écartées de plus de 20 % de leur

moyenne.

e Absorbance du contrdle négatif <0,150
e Absorbance du contréle cut-off — absorbance du contrble négatif

20,050
(ECutoff - Eneg.comr. 20,050)

e Absorbance du contrdle positif — absorbance du contréle cut-off

20,300
(Epos.contr. - ECutoff 20‘300)
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¢ Uniguement avec utilisation d'une courbe de calibrage :
Absorbance de K1 > absorbance de K2 > absorbance de K3 > ab-
sorbance de K4

e |l n'est pas recommandé d'utiliser des valeurs de mesure >3,000
(absorbance) pour le calcul de l'indice d'anticorps (IA).

2.2.4.2 Calcul de l'indice d'anticorps (I1A)
Les valeurs seuils suivantes sont définies comme base du calcul de
l'indice d'anticorps :

Valeurs seuils pour le sérum, IgG et IgM : | Absorbance du contrdle cut-off

0,5x l'absorbance du contréle cut-

Valeurs seuils pour le LCS, I1gG et IgM : off

L'indice d'anticorps (IA) doit toujours étre calculé lorsque la valeur de
mesure du liquide cérébro-spinal dépasse 0,5 fois celle du contrdle
cut-off :

Résultat sur recomWell Borrelia IgG,

IgM Marche a suivre

Pas de détection d'anticorps spéci-
fiques a B.b. dans le sérum

Pas de détection d'anticorps spéci-
fiques a B.b. dans le LCS

Pas de détermination de I'indice
d'anticorps

Absorbanceserum 1:101

< valeur seuil pour le sérum
et

absorbanceics 1:4 (1:2)

< valeur seuil pour le LCS

Détection d'anticorps spécifiques a
B.b. dans le sérum

Pas de détection d'anticorps spéci-
fiques a B.b. dans le LCS

Pas de détermination de I'indice
d'anticorps

Absorbanceserum 1:101

2 valeur seuil pour le sérum
et

absorbanceics 1:4 (1:2)

< valeur seuil pour le LCS

Pas de détection d'anticorps spéci-
fiques a B.b. dans le sérum
Détection d'anticorps spécifiques a
B.b. dans le LCS

Détermination de I'indice d'anti-
corps (IgG ou IgM)

Absorbanceserum 1:101

< valeur seuil pour le sérum
et

absorbanceics 1:4 (1:2)

> valeur seuil pour le LCS

Détection d'anticorps spécifiques a
B.b. dans le sérum

Détection d'anticorps spécifiques a
B.b. dans le LCS

Détermination de I'indice d'anti-
corps (IgG ou IgM)

Absorbanceserum 1:101

2 valeur seuil pour le sérum
et

absorbancercs 1:4 (1:2)

2 valeur seuil pour le LCS

En présence de valeurs appropriées de DO pour le liquide cérébro-
spinal et le sérum, l'indice d'anticorps (IA) intrathécal peut étre déter-
miné a l'aide du logiciel d'évaluation (voir le chapitre 3). Si vous sou-
haitez calculer l'indice d'anticorps manuellement, vous pouvez deman-
der un modéle de calcul chez Mikrogen.

Si la valeur d'un sérum est <0,100 et que le résultat correspondant du
LCS est supérieur a la valeur seuil, on supposera une valeur d'absor-
bance du sérum de 0,100 pour calculer l'indice d'anticorps.

225 Interprétation des valeurs d'indice d'anticorps
Indice d'anticorps IgG et IgM Interprétation

0,6 <IA<1,3 normal

13<IA<15 limite

>1,5 pathologique

Les valeurs d'indice d'anticorps comprises entre 0,6 et 1,3 sont dans la
normale. Une synthése intrathécale d'anticorps anti-borrélies est
improbable. Les anticorps anti-borrélies détectés dans le liquide céré-
bro-spinal proviennent du sérum et traversent passivement la barriere
hémato-encéphalique vers l'espace du liquide cérébro-spinal.

Les valeurs d'indice d'anticorps <0,6 indiquent généralement une
erreur d'analyse (p. ex. chimie clinique). Il est recommandé de vérifier
si le sérum et le liquide cérébro-spinal ont bien été prélevés le méme
jour et qu'une substitution d'échantillons est exclue. Il est alors éven-
tuellement indiqué de répéter l'analyse de chimie clinique et/ou la
détection d'anticorps dirigés contre les borrélies. De faibles valeurs
d'indice d'anticorps peuvent cependant étre obtenues méme sans
erreur d'analyse, en raison d'une perfusion d'anticorps ou d'albumine.
Les valeurs d'indice d'anticorps comprises entre 1,3 et 1,5 sont limites.
Il est recommandé de tester a nouveau la paire LCS/sérum ou, dans le
cas de questions cliniques correspondantes, d'analyser une nouvelle
paire au cours de I'évolution de la maladie.

Les valeurs d'indice d'anticorps >1,5 doivent étre considérées comme
pathologiques Elles indiquent une synthése intrathécale d'anticorps
anti-borrélies telle que trouvée chez les patients atteints de neurobor-
réliose.
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Nous recommandons de vérifier les résultats pathologiques ou
limites par un test de confirmation (cf. analyse du liquide
LCS/sérum avec recomLine Borrelia IgG, IgM).

2.3 Limites de la méthode et restrictions

e Les résultats sérologiques du test doivent toujours étre interprétés
en tenant compte du tableau clinique. Le sérodiagnostic doit étre
mis en balance avec les données cliniques pour décider du traite-
ment approprié.

e Unindice d'anticorps (IA) normal ne permet pas d'exclure une
infection du liquide cérébro-spinal par Borrelia burgdorferi. En par-
ticulier dans la phase précoce de l'infection, les anticorps peuvent
encore étre absents ou présents en quantités indétectables. Une
antibiothérapie administrée & un stade précoce peut empécher
une production détectable d'anticorps. Lors d'une suspicion cli-
nigue de neuroborréliose avec sérologie négative ou ambigué, de
nouveaux prélevements d'échantillons et de nouveaux tests doi-
vent étre faits trois semaines plus tard.

e Unindice d'anticorps (IA) pathologique pour les IgG et/ou les IgM
ne signifie pas toujours la présence d'une neuroborréliose active.
Etant donné que les anticorps intrathécaux persistent longtemps,
les anticorps détectés peuvent provenir d'une infection subie par le
passé. Le diagnostic doit donc tenir compte du nombre de cellules
dans le LCS ainsi que du quotient d'albumine.

e Une synthése intrathécale d'anticorps IgM ne donne aucune indi-
cation sur une infection récente.

e Grace a l'utilisation sélective des antigénes de Borrelia burgdorferi
recombinants, une réaction croisée avec les anticorps induits par
des infections avec les agents pathogenes de la syphilis (Tre-
ponema pallidum), de la fiévre récurrente (Borrelia recurrentis,
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) ou de la leptospirose (Leptospira
sp.) est largement exclue. Des activités d'anticorps contre 'anti-
géne p41 ont été trouvées dans des cas isolés de patients présen-
tant une syphilis active ou une cicatrice sérologique de syphilis.
Une infection syphilitique doit toujours étre exclue dans le cadre du
diagnostic différentiel lors d'une sérologie borrélienne positive.

e Une mononucléose infectieuse (fievre glandulaire de Pfeiffer,
infection & EBV) peut entrainer une stimulation polyclonale des
lymphocytes B. Cela peut engendrer des réactions non spécifiques
lors de la recherche d'anticorps de classe IgM. En cas d'anamnése
confuse et en présence d'une faible réponse d'IgM, une infection
récente a EBV doit étre exclue dans le cadre du diagnostic diffé-
rentiel.

2.4 Caractéristiques

241 Antigénes et sérums d‘évaluation

recomWell Borrelia et recomLine Borrelia ont été évalués avec des
sérums et des LCS provenant principalement des régions du Sud et de
I'Ouest de I'Allemagne. Les sérums provenaient de patients qui pré-
sentaient des symptdmes cliniques caractéristiques des différentes
phases d’une borréliose (érythéme migrant, neuroborréliose, arthrite
de Lyme et acrodermatite chronique atrophiante).

Les antigénes suivants ont été utilisés pour la production des tests :
recomWell IgG : OspC (B. garinii et B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (différentes souches).

recomWell IgM : OspC (B. garinii et B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VIsE (différentes souches).

recomLine Borrelia IgG, IgM : p100 (B. afzelii), VISE (différentes
souches), 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).

242 Evaluation

146 paires liquide cérébro-spinal/sérum ont été examinés avec re-
comWell Borrelia. Les indices d'anticorps pathologiques et limites ont
été retestés avec recomLine Borrelia. Les échantillons ont été divisés
en plusieurs groupes tels que décrits dans le Tableau 3 (cliniquement
définis) et le Tableau 4 (non définis).
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Tableau 3: Paires des LCS/sérum cliniguement définies, n = 57

Données Anticorps IA des IA des 19G : IgM :
o anti-B.b. 19G IgM confirmati- | confirmati-
n cliniques
dansle pathol./ | pathol./ on par on par
connues " A A ’ :
sérum limites limites | recomLine* | recomLine*
1 Neuroborréli- oui 31 18 29/31 18/18
ose (100 %) | (86 %) (94 %) (100 %)

Nombre de cellules >5/ul et barriere hémato-encéphalique compromise (au
moins dans un des prélévements éventuellement multiples d'un patient) et
synthése intrathécale d'lg (au moins dans un des prélevements éventuellement
multiples d'un patient), anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorferi dans le
sérum.

7] Négatif | non [ 0 [ 0 ] - [ -

Nombre de cellules <5/ul et barriere hémato-encéphalique intacte, pas de
synthése intrathécale d'lg, pas d'anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorfe-
ri dans le sérum.

19 Sclérose en 2 oui 0 0 ) 3
plaques 17 non

* Confirmation par des bandes plus fortes ou supplémentaires dans le
liquide cérébro-spinal en comparaison avec le sérum. Le test a été
réalisé avec les paires de LCS/sérum ayant un IA pathologique et les
paires de LCS/sérum ayant un IA limite.

Tableau 4 : Paires de LCS/sérum non définies, test de neuroborré-
liose, n =70

Données Anticorps IA des IA des 19G: IgM :
- anti-B.b. 19G IgM confirmati- | confirmati-
cliniques
dansle pathol./ | pathol./ on par on par
connues . A L . ;
serum limites limites | recomLine* | recomLine*
17 | NB possible oui 4 4 4 4

Nombre de cellules >5/ul et barriere hémato-encéphalique compromise (au
moins dans un des prélévements éventuellement multiples d'un patient) ou
synthése intrathécale d'lg (au moins dans un des prélevements éventuellement
multiples d'un patient), anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorferi dans le
sérum.

Suspicion
d'autres
16 processus oui 1 0 1 -
inflammatoires
du SNC

Nombre de cellules >5/ul ou barriére hémato-encéphalique compromise (au
moins dans un des prélévements éventuellement multiples d'un patient) et/ou
synthése intrathécale d'lg (au moins dans un des prélevements éventuellement
multiples d'un patient), anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorferi dans le
sérum.

Suspicion
d'autres
22 processus non 1 1 1 1
inflammatoires
du SNC

Nombre de cellules >5/ul ou barriere hémato-encéphalique compromise (au
moins dans un des prélévements éventuellement multiples d'un patient) et/ou
synthése intrathécale d'lg (au moins dans un des prélévements éventuellement
multiples d'un patient), pas d'anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorferi
dans le sérum.

15] Négatif [ oui | 1 [ 1 ] 0 [ 0

Nombre de cellules <5/l et barriere hémato-encéphalique intacte, pas de
synthése intrathécale d'lg, pas d'anticorps spécifiques contre Borrelia burgdorfe-
ri dans le sérum.

* Confirmation par des bandes plus fortes ou supplémentaires dans le
liquide cérébro-spinal en comparaison avec le sérum. Le test a été
réalisé avec les paires de LCS/sérum ayant un IA pathologique et les
paires de LCS/sérum ayant un IA limite.

Des indices d'anticorps <0,6 pour les IgG et/ou les IgM ont été trouvés
dans 19 cas. Ces cas ont été exclus de I'évaluation, étant donné que
des erreurs d'analyses (p. ex. chimie clinique) ne peuvent pas étre
exclues.

3 Logiciel d'évaluation — criblage avec recomWell
La feuille de calcul Excel élaborée par Mikrogen sert a calculer l'indice
d'anticorps (IA) intrathécaux des paires de LCS/sérum a l'aide d'un
ELISA. La feuille de calcul Excel permet également de déterminer pour
un test de confirmation consécutif les dilutions appropriées des échan-
tillons pour le calcul de I'indice d'anticorps et pour une teneur unitaire
en IgG.

3.1 Accessaoires requis
Ordinateur avec logiciel Excel

3.2 Avertissements et consignes de sécurité
4 A utiliser uniguement pour le diagnostic in vitro.

AVLISEBBO6FR_2023-05
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4 Veuillez vérifiez que vous disposez de la version actuelle. La
version actuelle peut étre demandée chez Mikrogen
(+49 89 54801-0) ou téléchargé sur son site (www.mikrogen.de ->
Downloads).

¢  Avant d'utiliser le programme, veuillez lire I'intégralité de la notice
d’utilisation et suivre scrupuleusement les instructions. Les écarts
aux instructions données dans la notice d’utilisation peuvent faus-
ser les résultats.

33 Exécution
Au lancement du programme, la fenétre suivante est affichée :

MIKROGEN

DI AGNOSTIK

CSF-diagnostics recom Well

Version 10.0

recomWell Borrelia recomLine Borrelia|  recomWell Borrelia
Calculation of Calculation of
strip dilution well diiution
..196 .
Resetall values |
User Preview Print |
Sample
— — birth:. S
Clinical chemistry
B I
Serum 0,00 0.00[on [+
000 0.00[m [¥] Concentration ratio 1: 1000
Specific antibodies
= w06 MM
Calibration method| method A E3] max. error tolerance (%); 30 30
IgG
Igh
Absorbance Dilution factor Cut-off eareshoray U/ml
1gG Igh 1gG IgM IgG IgM IgG Igh
Serum values 1 0,100 0,100 101 101 0,000; 0,000
Serum values 2 0,000 0,000 101 101
CSF values 1 0,000 0,000 4,0 2,0 |
CSF values 2 0,000 0,000 40 20
Results
Ratios QAL
Qg6
Qigm
Quim (IgG)
QLim (Igh)
Qspez. (IgG)
Qspez. (IgM)
Antibody-index Al (IgG)
Al (Igh)

Entrer au début les données suivantes dans les champs prévus : lot du
kit de test utilisé, date, utilisateur et données de patients, y compris
données de chimie clinique. Pour les valeurs de chimie clinique, sélec-
tionner les unités correspondantes (g/l, mg/l, g/dl, mg/dl).

Si vous ne souhaitez pas utiliser les dilutions conseillées dans la
rubrique 2.2.2, la feuille de calcul peut étre utilisée avant le début de
l'analyse pour une premiéere estimation des dilutions appropriées sur la
base des valeurs de chimie clinique (albumine et taux d'lgG). Activez
dans ce cas le champ correspondant de calcul des dilutions de re-
comWell Borrelia et entrez les données cliniques.

Songez que tous les champs non remplis contiendront la valeur 0.
Activez au besoin le champ « Réinitialiser toutes les valeurs » pour
obtenir cela.

Indépendamment des dilutions utilisées pour I'analyse des échantillons
de liquide cérébro-spinal et de sérum, la feuille de calcul peut étre
utilisée comme suit pour calculer l'indice d'anticorps :

Sous le champ « Anticorps spécifiques », sélectionner d'abord la
variante d'évaluation dans le menu déroulant (champ « Méthode de
calibrage »). La sélection active les champs correspondant a la va-
riante choisie.

Les valeurs de dilution par défaut sont de 1:101 pour le sérum, de 1:4
pour les IgG dans le sérum et de 1:2 pour les IgM dans le sérum.
L'absorbance du contrdle cut-off est également fixée par le programme
pour le calcul concernant le liquide cérébro-spinal, étant donné que le
LCS et le sérum doivent étre soumis au test en paralléle dans la méme
procédure.

Si la valeur du sérum est <0,100 et que le LCS est positif, une valeur
d'absorbance du sérum de 0,100 sera supposée pour calculer l'indice
d'anticorps (1A).
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elon la méthode choisie, les champs inutiles pour le calcul sont désac-
tivés en gris et ne doivent pas étre remplis.

Méthode A

(calcul sans courbe de référence) :

Entrer les valeurs mesurées de DO (une ou deux valeurs de mesure
du liquide cérébro-spinal et une valeur de mesure du sérum, ou une
valeur du LCS et une ou deux valeurs du sérum), les facteurs de
dilution et la valeur du contréle cut-off.

La valeur du champ « Marge d'erreur max. (%) » est préréglée a 30.
Pour une utilisation conforme, cette valeur ne doit pas étre modifiée.

Méthode B

(calcul avec utilisation d'une courbe de calibrage) :

Les valeurs mesurées de DO des échantillons, les facteurs de dilution
et la valeur mesurée du contréle cut-off peuvent étre entrées. Les
valeurs de mesure (DO) de la série de dilution du controle positif
doivent étre entrées sous « Valeurs de la solution de calibrage » (cf. la
ubrique 2.2.2.2)

Le résultat du calcul selon la méthode A ou selon la méthode B est
affiché dans le champ « Résultats ».

Si les critéres de validité du test ne sont pas remplis conformément a
la rubrique 2.2.4.1, un avertissement (barre rouge) est affiché. Suivez
les recommandations fournies.

Exemple : la valeur du LCS et la valeur du sérum sont écartées de
plus de 0,3 DO. Adapter les dilutions !

Specific antibodies
- . lgG Igm
Calibration method | method A M max. error tolerance (%) 30 .30
[[-[e3
lgM
Absorbance Dilution factor Cut-off tthreshold) Uimi
lgG IgM lgG IgM lgG IgM lgG IgM
Serum values 1 0,800 0,100 200: 101 0,400 0,000
Serum values 2 0,000 0,000 101 101
CSF values 1 1,200 0,000 10,0 2,0 ‘
CSF values 2 0,000 0,000 40 2,0
Reauits [Measurements cifer more than OD 03 -Please adapt diutionst |

Ratios QAlb 14,58 /1000

Qige 8,03 /1000

Qigm

QLim (IgG)

QLim (Ight)

Qspez. (19G) 75,00 /1000

Qspez. (IgM)
Antibody-index Al (IgG) 9,34 >= 1,5 pathologic finding!

Al (IgM)

34 Calculateur de dilution — calcul recomWell Borrelia des
dilutions
Si les premiéres dilutions ne permettent pas de calculer I'indice d'anti-
corps (IA), le calculateur de dilution peut étre utilisé pour la détermina-
tion de dilutions appropriées. Activez dans ce cas le champ de calcul
des dilutions de recomWell Borrelia et entrez ensuite les valeurs de
DO obtenues jusque-la pour le sérum ET le liquide cérébro-spinal
dans les champs prévus a cet effet.

Serum and CSF dilution for recomWell Borrelia IgG/igM

Back to calculation of antibody index

Sample (data are taken from the form "Antibody index calculation’)

Preview Print

Patient Date of birth
Sender Sample collection
Calculation of optimal sample dilution
Measured values with recomWell Borrelia (reset values if measurements are not yet available) Resetvalues
Dilution 1 Dilution 2
Absorbance  Dilution  Absorbance  Dilution Absorbance  Dilution ~ Absorbance  Dilution
196 factor 19G g factor Igh 196 factor 196 Ighn factor IgM
Serum 0.000! 0 0,000 0 Serum 0.000 0 0,000 0
CSF 0,000; 0 0,000 0 CSF 0,000 0 0,000 0

Recommended dilutions:

196
IgM

AVLISEBBO6FR_2023-05

MIKROGEN

Si une seule valeur de mesure est disponible pour chacun des deux
échantillons, entrer les valeurs de mesure aussi bien sous « Dilu-
tion 1 » que sous « Dilution 2 ».

Eviter si possible les valeurs de DO =3 pour le calcul de la dilution. Si
vous ne disposez toutefois pas d'autres valeurs, elles peuvent étre
entrées pour I'estimation de la dilution (le champ correspondant sera
alors automatiquement marqué en rouge).

Répéter I'analyse avec les nouvelles dilutions calculées.
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4 recomLine Borrelia IgG, IgM

4.1 Prélevement d’échantillons et préparation des réactifs
411 Echantillons (sérum et liquide cérébro-spinal)

Le liquide cérébro-spinal et le sérum (EDTA, citrate, héparine, CPD)
du patient doivent avoir été prélevés le méme jour. L'utilisation
d’échantillons inactivés par la chaleur, ictériques, hémolysés, lipé-
miques ou troubles n’est pas recommandée. En particulier le LCS
hémolytique peut fausser les résultats.

Attention !

Si une analyse ne peut pas étre réalisée immédiatement, les
échantillons peuvent étre conservés au maximum 2 semaines
entre +2 °C et +8 °C. Il est possible de conserver les échantillons
sur une période de temps plus longue en les stockant a -20 °C ou
a une température inférieure. Une congélation/décongélation
répétée des échantillons n’est pas recommandée, car celarisque
de fausser les résultats. Il est recommandé de ne pas effectuer
plus de 3 cycles de congélation/décongélation.

41.2 Préparation des solutions
4121 Tampon de dilution

Le tampon de dilution pour la dilution du liquide cérébro-spinal et du
sérum est prét a I'emploi.

41.2.2 Préparation du tampon de lavage A prét a 'emploi

Ce tampon est utilisé pour la dilution du conjugué et pour les étapes
de lavage.

Avant la dilution, le volume de tampon de lavage A doit étre déterminé
en fonction du nombre de tests a réaliser.

Le lait écrémé en poudre est d’abord dissous dans le tampon de la-
vage A concentré, puis le mélange est complété avec de I'eau désioni-
sée jusqu’au volume final (dilution 1 + 9). Les quantités nécessaires
pour un nombre défini de bandelettes de test doivent étre calculées a
I'aide des formules suivantes (le volume mort spécifique a I'appareil
n’est pas pris en compte) :

4.2.2 Réalisation du test

MIKROGEN

A G N OSTIK

N° | Etapes de la procédure

Remarque

1 Avant de commencer le test,
laisser reposer tous les réactifs a
température ambiante (18 °C a
25 °C) pendant au moins

30 minutes.

Le test doit étre réalisé a température
ambiante.

2 Préparation des échantillons
Placer le tampon de dilution pour
le sérum et le liquide cérébro-
spinal selon le calcul de dilution
(cf. programme d'évaluation).
Ajouter les volumes de sérum et
de liquide cérébro-spinal calculés
(volume final : sérum 2 ml ; liquide
cérébro-spinal 1 ml)

Le liquide cérébro-spinal est utilisé
a sa concentration maximale. (IgG 1:2
a1:20, IgM 1:2 a 1:10). La dilution du
sérum dépend des quantités de
liquide cérébro-spinal utilisées et aux
résultats de I'analyse préalable de
chimie clinique. Avec une pipette,
distribuer I'échantillon dans le tampon
de dilution et mélanger le plus rapi-
dement possible en agitant délicate-
ment la plaque d’incubation.

Si des volumes de sérum <10 pl sont
pipetés, une prédilution de 1:10 ou de
1:100 est recommandée.

3 Incubation
Placer les bandelettes de test

Incuber toute la nuit sous agitation
douce.

Ne pas saisir les bandelettes a mains
nues. Utiliser des brucelles en plas-
tique. Le numéro de bandelette doit
étre orienté vers le haut.

Les bandelettes doivent étre entiére-
ment immergées.

Recouvrir la plaque d’incubation.

4 Lavage

a) | Retirer délicatement le couvercle
de la plaque d’incubation.

b) | Aspirer avec précaution les
échantillons dilués des différents
puits.

c) | Avec une pipette, distribuer 2 ml
de tampon de lavage A prét a
I'emploi dans chaque puits, laver
pendant 5 minutes sous agitation
douce, puis aspirer le tampon de
lavage A.

Effectuer au total trois fois les étapes
de lavage 4a a 4c.
Eviter toute contamination croisée.

En cas de traitement automatisé,
suivre les recommandations fournies
en la matiére par le fabricant de
I'appareil.

Exemple :

5 ban-
Réactif Formule delettes
Lait écrémé en poudre [g] = nb de bandelettes x 0,1 059
Tampon de lavage A concentré [ml] = nb de bandelettes x 2 10 ml
Eau désionisée [ml] = nb de bandelettes x 18 90 ml
Tampon de lavage A prét a I'emploi = nb de bandelettes x 20 100 ml
[m]

Le tampon de lavage A prét a I'emploi peut étre conservé pendant
guatre semaines entre 2 °C et 8 °C. Le tampon de lavage A prét a
I'emploi est inodore et [égérement trouble.

4123 Préparation des solutions de conjugué

La solution de conjugué doit étre préparée immédiatement avant
I'utilisation. La solution de conjugué préte a I'emploi ne peut pas étre
conservée.

Un volume de conjugué concentré est dilué avec 100 volumes de
tampon de lavage A prét a 'emploi (1 + 100).

Les quantités nécessaires pour un nombre défini de bandelettes de
test doivent étre calculées a I'aide des formules suivantes :

5 Incubation avec le conjugué
Ajouter 2 ml de solution de

conjugué préte a I'emploi et
incuber pendant 45 minutes ou
60 minutes sous agitation douce.

Recouvrir la plaque d’incubation du
couvercle en plastique et poser
I'ensemble sur I'agitateur.

6 Lavage
Voir la rubrique 4

Effectuer au total trois fois les étapes
de lavage 4a a 4c.

7 Réaction avec le substrat
Ajouter 1,5 ml de solution de
substrat et incuber pendant

8 minutes sous agitation douce.

8 Arrét de la réaction

Eliminer la solution de substrat
Laver au moins trois fois brieve-
ment avec de I'eau désionisée.

9 Séchage des bandelettes

Avant I'évaluation, laisser les
bandelettes sécher pendant

2 heures entre 2 feuilles de papier
absorbant.

Sortir délicatement les bandelettes de
I'eau avec des brucelles en plastique.
Conserver les bandelettes a I'abri de
la lumiere.

Exemple :

5 ban-
Réactif Formule delettes
Conjugué concentré [ul] = nb de bandelettes x 20 100 pl
Tampon de lavage A prét a I'emploi = nb de bandelettes x 2 10 ml
[mI]

Attention !

Les solutions d’incubation ne doivent pas se répandre dans d’autres puits.
Eviter en particulier toute projection lors de I’ouverture ou de la fermeture

du couvercle.

Les guantités de conjugué sont calculées sans tenir compte du volume
mort. En fonction de la méthode d’analyse (manuelle ou automatisée),
préparer un volume supplémentaire de solution de conjugué pour une

a trois bandelettes.

4.2 Test des paires de LCS/sérum sur recomLine Borrelia
421 Dilution de I'échantillon

Si un indice d'anticorps (IA) pathologique ou limite a été trouvé pour le
liquide cérébro-spinal et le sérum au criblage par ELISA, les dilutions
pour la confirmation consécutive avec recomLine Borrelia sont calcu-
lées a l'aide du logiciel d'évaluation. Ces dilutions permettent d'obtenir
les mémes taux d'immunoglobulines dans le sérum et le liquide céré-
bro-spinal afin de distinguer entre une synthese intrathécale d'anti-
corps et un passage passif d'anticorps sériques dans le liquide céré-
bro-spinal. Une synthése intrathécale peut aussi étre identifiée direc-
tement avec recomLine, sans ELISA.

AVLISEBBO6FR_2023-05

* Les deux durées d'incubation du conjugué ont été évaluées par
Mikrogen (cf. rubrique 4.5.3) et peuvent étre choisies conformément

aux exigences du laboratoire.

4.3 Résultats

4.3.1 Validation — contrdle qualité

Le test ne peut étre évalué que si les critéres suivants sont remplis :

1. Coloration nette de la bande de contrdle de la réaction (ligne du
haut). La bande doit étre sombre.

2. Classe d'anticorps (deuxiéme et troisieme bandes) : Coloration
nette de la bande de contréle du conjugué IgG ou IgM.

3. Controle cut-off (quatrieme bande) : aucune signification.

432 Evaluation

L’évaluation des bandelettes de test peut étre effectuée que visuelle-

ment.

e Sur la fiche d’évaluation fournie, noter la date, le numéro de lot et

la classe d’anticorps détectée.

e Indiquer le numéro d’identification de I'échantillon sur la fiche

d’évaluation.
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e Coller ensuite avec un baton de colle les bandelettes de test cor-

respondantes dans les champs appropriés de la fiche d’évaluation.

A cette fin, orienter les bandelettes de test de maniére a aligner la
bande de contrble de la réaction sur la ligne de repére. Fixer en-
suite les bandelettes de test a gauche de la ligne de repéere avec
du ruban adhésif transparent (ne pas recouvrir la bande de con-
tréle de réaction !). L’application de colle ou de ruban adhésif sur

toute la surface de la bandelette peut altérer la coloration.

e A présent, identifier les bandes des bandelettes de test en les
comparant avec la bandelette de contréle imprimée sur la fiche
d’évaluation et les noter sur la fiche d’évaluation.

e Les bandes visibles (cut-off indépendant) dans le sérum dilué
sont marquées d'un +. Si la bande de la bandelette correspon-
dante de liquide cérébro-spinal présente une plus haute intensité
que la bande de sérum, elle est marquée d'un ++. Les bandes
supplémentaires dans le liquide cérébro-spinal sont marquées

d'un +.

433 Interprétation des résultats du test

Evaluation des bandes

Interprétation

Aucune bande dans le
liquide cérébro-spinal.

Aucun anticorps spécifique aux borrélies n'est
détectable dans I'espace du liguide cérébro-spinal.

Bandes dans le liquide
cérébro-spinal, d'intensi-
té similaire au sérum.

Les anticorps spécifiquement anti-borrélies détectés
sont parvenus passivement du sérum dans I'espace
du liguide cérébro-spinal.

Bandes dans le liquide
cérébro-spinal, d'intensi-
té plus faible que dans le
sérum.

Possibilité d'erreur d'analyse (p. ex. chimie clinique).
Il est recommandé de vérifier si le sérum et le liquide
cérébro-spinal ont bien été prélevés le méme jour et
gu'une substitution d'échantillons est exclue. Une
réanalyse de chimie clinique et une répétition du test
avec la dilution corrigée sont alors éventuellement
indiquées.

Bandes dans le liquide
cérébro-spinal, d'intensi-
té plus forte que dans le
sérum

et/ou

bandes spécifiques
supplémentaires dans le
liquide cérébro-spinal.

Une synthése intrathécale d'anticorps spécifique-
ment anti-borrélies est probable.

Les bandes spécifiques supplémentaires dans le
liquide cérébro-spinal sont un indicateur hautement
significatif d'une production intrathécale d'anticorps
spécifiques aux borrélies.

Le p41 isolé peut étre non spécifique. Une synthése
intrathécale n'est toutefois pas exclue.

Intensité des bandes
dans la zone de satura-
tion

(tres forte intensité des
bandes).

Lorsque l'intensité des bandes d'un antigéne est tres
forte, il peut arriver que I'évaluation comparative
de la réactivité entre le sérum et le liquide céré-
bro-spinal soit impossible. Si l'affirmation d'une
synthése intrathécale ne peut étre déduite a partir

d'autres d'antigénes, nous recommandons de
recommencer le test du liquide cérébro-spinal/sérum
avec des concentrations d'immunoglobuline adap-
tées dans des dilutions supérieures. Dans ces cas,
les dilutions du liquide cérébro-spinal recomman-
dées sont de >1:20 pour les 1gG ou de >1:10 pour
les IgM.

4.4 Limites de la méthode et restrictions

e Les résultats sérologiques du test doivent toujours étre interprétés
en tenant compte du tableau clinique. Le sérodiagnostic doit étre
mis en balance avec les données cliniques pour décider du traite-
ment approprié.

e Unindice d'anticorps (IA) normal ne permet pas d'exclure une
infection du liquide cérébro-spinal par Borrelia burgdorferi. En par-
ticulier dans la phase précoce de l'infection, les anticorps peuvent
encore étre absents ou présents en quantités indétectables. Une
antibiothérapie administrée a un stade précoce peut empécher
une production détectable d'anticorps. Lors d'une suspicion cli-
nique de neuroborréliose avec sérologie négative ou ambigué, de
nouveaux prélévements d'échantillons et de nouveaux tests doi-
vent étre faits trois semaines plus tard.

e Unindice d'anticorps (IA) pathologique pour les IgG et/ou les IgM
ne signifie pas toujours la présence d'une neuroborréliose active.
Etant donné que les anticorps intrathécaux persistent longtemps,

les anticorps détectés peuvent provenir d'une infection subie par le

passé.
e Une synthése intrathécale d'anticorps IgM ne donne aucune indi-
cation sur une infection récente.
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e Grace a l'utilisation sélective des antigenes de Borrelia burgdorferi
recombinants, une réaction croisée avec les anticorps induits par
des infections avec les agents pathogenes de la syphilis (Tre-
ponema pallidum), de la fievre récurrente (Borrelia recurrentis,
Borrelia duttonii, Borrelia hermsii) ou de la leptospirose (Leptospira
sp.) est largement exclue. Des activités d'anticorps contre I'anti-
gene p41 ont été trouvées dans des cas isolés de patients présen-
tant une syphilis active ou une cicatrice sérologique de syphilis. Il
faut donc exclure une infection syphilitique si la sérologie boré-
lienne est ambigué.

¢ Une mononucléose infectieuse (fievre glandulaire de Pfeiffer,
infection a EBV) peut entrainer une stimulation polyclonale des
lymphocytes B. Cela peut engendrer des réactions non spécifiques
lors de la recherche d'anticorps de classe IgM. En cas d'anamnése
confuse et en présence d'une faible réponse d'IgM, une infection
récente a EBV doit étre exclue dans le cadre du diagnostic diffé-
rentiel.

e Bandelettes sombres : certains échantillons patient peuvent déve-
lopper une coloration sombre, uniforme ou irréguliére, sur toute la
bandelette de nitrocellulose. Différents facteurs liés au sérum du
patient sont a 'origine de cette réaction. En principe, I’évaluation
de ces bandelettes est soumise a certaines restrictions. Ainsi, les
bandes « inversées » (bandes blanches sur fond sombre) doivent
étre considérées comme négatives. Le sérum correspondant doit
dans tous les cas étre controlé avec d’autres méthodes sérolo-
giques.

4.5 Caractéristiques

45.1 Antigénes et sérums d‘évaluation

recomWell Borrelia et recomLine Borrelia ont été évalués avec des
sérums et des LCS provenant principalement des régions du Sud et de
I'Ouest de I'Allemagne. Les sérums provenaient de patients qui pré-
sentaient des symptomes cliniques caractéristiques des différentes
phases d’une borréliose (érythéme migrant, neuroborréliose, arthrite
de Lyme et acrodermatite chronique atrophiante).

Les antigenes suivants ont été utilisés pour la production des tests :
recomWell IgG : OspC (B. garinii et B. b. sensu stricto), p100

(B. afzelii), p18 (B. afzelii), VISE (différentes souches).

recomWell IgM : OspC (B. garinii et B. afzelii), p41 (B. bavariensis),
VIsE (différentes souches).

recomLine Borrelia IgG, IgM : p100 (B. afzelii), VISE (différentes
souches), 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 Caractéristiques générales
Voir 2.4 Caractéristiqgues recomWell Borrelia I1gG, IgM.

453 Evaluation de l'incubation du conjugué pendant 45 versus
60 minutes

28 paires de LCS/sérum avec indice d'anticorps (1A) pathologique et

suspicion de neuroborréliose ont été testées aussi bien avec 45

gu'avec 60 minutes d'incubation du conjugué. La comparaison a révélé

des résultats & 100 % similaires.

5 Logiciel — confirmation par recomLine

5.1 Calcul de dilution/test a bandelettes

Si le calcul de l'indice d'anticorps (IA) doit étre suivi d'une confirmation
par test a bandelettes, la dilution nécessaire du sérum peut étre dé-
terminée par activation du champ « Calcul de la dilution/bandelettes ».
La quantité de liquide cérébro-spinal disponible peut étre entrée sous
« Dilution du LCS » sur la feuille de calcul affichée. En outre, la dilution
souhaitée du LCS peut étre modifiée.

A l'aide des données cliniques entrées auparavant (feuille de calcul
ELISA), le logiciel détermine alors pour le test avec recomLine Borrelia
quelle est la dilution du sérum correspondant a la concentration glo-
bale d'immunoglobulines du liquide cérébro-spinal pour les IgG/les
IgM.
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Serum and CSF dilution for recomLine Borrelia IgG/igM

Version 10.0

Back to calculation of antibody index] Preview Print

Sample (data are taken from the form "Antibody index calculation”)

Patient Date of birth
Sender Sample collection
CSF dilution

How much CSF is available?

Serum CSF incubation time? ofn |»
How should the CSF be diluted?

max. dilution 1:20! IgG |12 : not enough CSF available, missing 690 pl.
max. dilution 1:10! IgM |15 E] not enough CSF available, missing 690 pl

Serum dilution
For a dilution according to the CSF Ig-concentration serum has to be diluted as the following:
Basis of the calculation are QigG and QLim (IgG) or Qight und QLim (IgM) from the antibody index calculation
IgG
without predilution missing data from the clinical chemistry
alternatively, serum 1:10 prediluted
(100 pl serum + 900 pl dilution buffer)

alternatively, serum 1:100 prediluted
(10 pl serum + 990 pl dilution buffer)

IgM
without predilution missing data from the clinical chemistry
alternatively, serum 1:10 prediluted
(100 pl serum + 900 pl dilution buffer)

alternatively, serum 1:100 prediluted
(10 pl serum + 990 pl dilution buffer)

6 Bibliographie
Voir le mode d'emploi de recomWell Borrelia IgG, IgM ou de
recomLine Borrelia 1gG, IgM

7 Données sur le fabricant et la version

Analyse de LCS/sérum

recomWell Borrelia IgG Référence 4204
recomWell Borrelia IgM Référence 4205
recomLine Borrelia IgG Référence 4272
recomLine Borrelia IgM Référence 4273
Instructions de travail AVLISEBBO6FR
valide a partir de 2023-05
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