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DEUTSCH

1. Verwendungszweck und Anwendungsbereich

Der NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test ist ein schneller,
qualitativer Screening-Test zum Nachweis von humanem IgG
und 1gM gegen europdische Borrelienstamme in humanem
Serum und Plasma. Der Test ist als Hilfsmittel bei der Diagnose
einer Lyme-Borreliose (auch als Lyme-Krankheit bekannt)
bestimmt und nur fir den professionellen Gebrauch
ausgelegt. Der NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test
ermoglicht jedoch nicht, bei einem positiven Ergebnis das
Stadium der Erkrankung zu bestimmen.

2. Einleitung und Diagnostische Bedeutung

Die Lyme-Borreliose (1) oder Lyme-Krankheit wird durch die
Spirochate Borrelia burgdorferi sensu lato hervorgerufen, die
durch Zecken Ubertragen wird. Ansteckende Zecken, die mit
Borrelia burgdorferi sensu lato infiziert sind, sind haupt-
sachlich in Nordamerika (Ixodes scapularis oder Ixodes
pacificus) und in den gemaRigten westeuropdischen Gebieten
(Ixodes ricinus) verbreitet. Europdische Zeckenarten sind
Ubertrager von europiischen Borrelienstimmen, wie z. B.
Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. afzelii und B. garinii (2),
sowie B. spielmanii und B bavariensis, die ebenfalls als
pathogen bekannt sind. B. valaisiana and B. lusitaniae werden
ebenfalls als potentiell pathogene Stamme betrachtet.
Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der Borrelienstimme
kreuzreagieren IgG und IgM, welche gegen verschiedene
Borrelien-Spezies gerichtet sind, mit dem Antigen-Cocktail des
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Tests, zumindest bei
europaischen Stammen.

In 30% bis 80% der Félle ist ein Hautausschlag (Erythema
chronicum migrans) das erste Kklinische Anzeichen der
Infektion, der nach 3 bis 10 Tagen an der Stelle des
Zeckenbisses erscheint. 1 bis 3 Monate spater erscheinen die
ersten neurologischen Anzeichen, wie z. B. Kopfschmerzen
oder schwere Storungen wie Myelitis (3), sogar in Abwesen-
heit des Erythema chronicum migrans. Die Patienten kdnnen
auch schwere Komplikationen entwickeln, wie z. B. inter-
mittierende Anfalle von Gelenkarthritis sowie viel spater, auch
mehrere Jahre nach der Primérinfektion, Myokarditis oder
Acrodermatitis.

Die einzigartige Kombination von anti-human Immunglo-
bulinen-Farbstoff-Konjugaten und hochgereinigten nativen
B. burgdorferi- und  B. garinii- sowie rekombinanten
B. burgdorferi-Antigenen auf der Festphase wird im NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test verwendet, um anti-Borrelien-
Antikorper spezifisch nachzuweisen.

Der NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test besteht aus einem
Kunststoffgehduse, das zwei interne Teststreifen zum
Nachweis von IgG oder IgM enthalt. Nach der Entnahme der
Plasma- oder Serumprobe werden einige Tropfen der Probe in
jede Vertiefung (=) der Testkassette gegeben. Wenn die
Probe fir den IgM-Nachweis die Membran des Streifens
entlang wandert, binden anti-human Immunoglobuline-
Farbstoff-Konjugate an humane IgM, dabei werden
Antikorper-Antigen-Komplexe gebildet. Auf gleiche Weise
wandert die Probe fiir den IgG-Nachweis die Membran des
Streifens entlang, wo anti-human Immunoglobuline-Farbstoff-
Konjugate an humane IgG binden, dabei werden Antikorper-
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Antigen-Komplexe gebildet. Im Falle von positiven
Ergebnissen, binden diese Komplexe an spezifische Antigene
in Testlinienbereich(en) der Testkassette und rufen (eine) rosa
Linie(n) hervor. In Abwesenheit von anti-Borrelien-
Antikérpern, erscheinen keine Linien in den Testlinien-
bereichen der Testkassette. Das Reaktionsgemisch wandert
nun weiter die Membranen entlang. Ungebundene Konjugate
binden an die Reagenzien in jedem Kontrolllinienbereich,
dabei entsteht jeweils eine rosa Linie, die darauf hinweist,
dass gentigend Probenvolumen hinzugegeben wurde und dass
die Membran ausreichend durchndsst ist.

e 10 NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Testkassetten (inkl.
Einwegpipetten aus Kunststoff)

o 1 Puffer “Buffer” (6 ml), der ein Detergens und <0,1% NaN3
enthalt

e 1 Gebrauchsanweisung

Zusatzlich benétigte Materialien

e Timer

Alle Bestandteile des NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test-
Kits sollten zwischen +4°C and +30°C gelagert werden. Die
Testkassette muss bis zum Gebrauch im verschlossenen
Folienbeutel verbleiben. Frieren Sie das Test-Kit nicht ein. Der
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test ist bis zum auf der
Verpackung angegebenen Verfallsdatum stabil.

e Nur fir den professionellen in-vitro-diagnostischen
Gebrauch.

Lesen Sie die komplette Gebrauchsanweisung vor der Test-
durchfuihrung sorgfaltig durch.

Den Test nicht nach dem auf der Verpackung angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

Test nicht verwenden, wenn der Folienbeutel beschadigt ist.
Tests nicht wiederverwenden.

Proben nicht in das Reaktionsfeld (Ergebnisfeld) geben.

Das Reaktionsfeld (Ergebnisfeld) nicht berihren, um
Kontaminierung zu vermeiden.

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen sollte fur jede
Probe ein eigenes Probennahmerdhrchen verwendet
werden.

e Keine Bestandteile aus unterschiedlichen Test-Kits aus-
tauschen oder mischen.

Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in dem Bereich, in
dem mit Proben und Test-Kits umgegangen wird.

Tragen Sie beim Umgang mit Proben Schutzkleidung wie
Laborkittel, Einmalhandschuhe und Schutzbrille.

Behandeln Sie alle Proben so, als ob sie infektiose Reagen-
zien enthielten. Beachten Sie bestehende VorsichtsmaRB-
nahmen fir mikrobiologische Risiken wéahrend aller
Verfahren sowie Standardrichtlinien fir die korrekte
Probenentsorgung.

Dieser Test enthalt Erzeugnisse tierischen Ursprungs. Zerti-
fizierte Kenntnisse der Herkunft und/oder des Sanitar-
zustands der Tiere gewahrleisten nicht vollig die Abwesen-
heit Ubertragbarer Pathogene. Es wird daher empfohlen,
diese Produkte als potentiell infektios zu betrachten und sie
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gemaR den Ublichen Sicherheitsvorkehrungen zu behandeln
(z.B. Verschlucken oder Einatmen vermeiden).

Die Pufferldsung enthdlt Natriumazid, das mit Blei- oder
Kupferwasserleitungen zu potentiell explosiven Metall-
aziden reagiert. Wenn Sie die Pufferlésung entsorgen,
splilen Sie mit reichlich Wasser nach, um eine ibermaRige
Azid-Ansammlung zu verhindern. Vermeiden Sie jeden
Kontakt mit den Augen und den Schleimhduten. Bei
versehentlichem Kontakt mit viel Wasser sorgfaltig
waschen.

Feuchtigkeit und Temperaturen konnen Testergebnisse
beeintrachtigen.

Benutzte Testmaterialien sollten gemdl lokalen Vorgaben
entsorgt werden.

8. Probennahme, -vorbereitung und -lagerung

Serum oder Plasma (Lithium- oder Ammoniumheparin,
EDTA)

Proben sollten unter Standardlaborbedingungen (aseptisch
und unter Vermeidung von Hamolyse) entnommen werden.

Proben sollten im Kihlschrank bei 2-8°C gelagert werden,
wenn der Test innerhalb von 48 Stunden nach der
Probenentnahme durchgefiihrt werden soll.

Wenn der Test nach mehr als 48 Stunden nach der
Probenentnahme durchgefiihrt werden soll, sollten Proben
eingefroren gelagert werden. Eingefrorene Proben missen vor
der Testdurchfihrung vollstandig aufgetaut, griindlich
gemischt und auf Raumtemperatur gebracht werden.
Vermeiden Sie wiederholte Einfrieren- und Auftauen-Zyklen.

Im Falle von Triibung, eine hohe Viskositdit oder das
Vorhandensein von Partikeln in Serumproben, sollten sie vor
der Testung mit dem gleichen Volumen (V/V)
Verdiinnungspuffer verdiinnt werden (nicht mitgeliefert, aber
auf Anfrage erhdltlich).

9. Testdurchfiihrung

Bringen Sie die Testkassette, den Puffer, die Probe und/oder
die Kontrollen vor der Testdurchfitlhrung auf Raum-
temperatur (15-30°C).

1. Entnehmen Sie die Testkassette dem verschlossenen
Folienbeutel und verwenden Sie sie baldmoglichst.
Kennzeichnen Sie die Testkassette mit dem Patienten-
namen oder einer Kontrollnummer.

2. Fullen Sie eine Einweg-
pipette mit der Serum- oder
Plasmaprobe. Halten Sie die
Pipette  senkrecht  und
geben Sie 1 Tropfen (25 L)
der Probe in jede Proben-
vertiefung (=).

3. Geben Sie genau 6 Tropfen
(200 uL) Puffer in jede
Probenvertiefung (=).

4. Werten Sie das Testergebnis
nach 10 bis 15 Minuten aus.
Nach mehr als 15 Minuten
keine Testergebnisse mehr
auswerten.
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Positiv fur IgG: @ ) |
Eine farbige Linie erscheint in jedem
Kontrolllinienbereich ,C“ und eine (

10. Testauswertung

— —
farbige Linie erscheint im Testlinien- ‘
bereich ,T“ fur IgG.

Positiv fiir IgM: > ) |
Eine farbige Linie erscheint in jedem
Kontrolllinienbereich ,C“ und eine ( (
farbige Linie erscheint im Testlinien- 11
bereich , T fur IgM. —
Positiv fiir IgG und IgM:

Zusatzlich zu den Kontrolllinien ,,C“,

erscheint jeweils eine farbige Linie in (— —
den Testlinienbereichen , T fur I1gG | ‘
und IgM. ] )
Negativ:

Es erscheint jeweils nur eine farbige
Linie in jedem Kontrolllinienbereich
,C“ Es erscheinen keine farbigen
Linien in den Testlinienbereichen , T
fir IgG und IgM.

Ungiiltig:

Die Kontrolllinien ,C“ erscheinen
nicht. Ergebnisse von den Tests, die
nach der festgelegten Auswertezeit
keine Kontrolllinien gebildet haben, — —
missen verworfen werden. i
Ungentigendes Probenvolumen, abgelaufene Tests oder
fehlerhafte Vorgehensweise sind die wahrscheinlichsten
Ursachen dafiir, dass die Kontrolllinie nicht erscheint.
Uberpriifen Sie den Verfahrensablauf und wiederholen Sie die
Testung mit einer neuen Testkassette. Falls das Problem
weiterbesteht, verwenden Sie das Test-Kit bitte nicht weiter
und setzen Sie sich mit ihrem Distributor in Verbindung.

11. Qualitdtskontrolle

Interne Kontrolle:

Eine im Kontrolllinienbereich ,,C* erscheinende farbige Linie
wird als interne Verfahrenskontrolle betrachtet. Sie bestatigt
ausreichendes Probenvolumen, eine korrekte Verfahrens-
technik und dass die Membran ausreichend durchnasst ist.
Externe Kontrolle:

Es empfiehlt sich der Einsatz von externen Positiv- und
Negativkontrollen zum Nachweis der einwandfreien Leistung
des Tests.

e Das mit dem NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test
erhaltene Ergebnis sollte nicht als einziges Kriterium fur die
Diagnose einer Lyme-Borreliose verwendet werden.

e Eine Immunreaktion kann bei infizierten Patienten
verspatet einsetzen. Wahrend des Primarstadiums (l) der
Erkrankung (6), die durch die Entwicklung eines Erythema
migrans gekennzeichnet ist, kdnnen IgM erst 2 bis 6
Wochen nach dem Zeckenbiss und nur in 40 bis 60% der
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Falle nachgewiesen werden. Wahrend des zweiten
Stadiums (Il), das der Entwicklung einer akuten
Neuroborreliose entspricht, werden IgM und IgG in 70 bis
90% der Falle nachgewiesen. Daher ist es empfehlenswert,
wenn erstmals ein negatives Ergebnis erhalten wurde, einen
weiteren Test 4 bis 6 Wochen spater durchzufithren, um
den Antikorperspiegel zu tberprifen. Wahrend des dritten
Stadiums der Erkrankung (Ill), das durch eine chronische
atrophische Acrodermatitis und Lyme-Arthritis
gekennzeichnet ist, sind in der Regel IgM und IgG
nachweisbar.

Einige Faktoren, wie z. B. sehr friihe Infektionsstadien oder
eine vorherige Behandlung des Patienten mit Antibiotika,
konnen zu falsch negativen Ergebnissen aufgrund der
niedrigen Konzentrationen von anti-Borrelien-IlgM fihren,
welche mit dem NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test
nicht nachgewiesen werden kénnen.

In einigen Fallen kénnte ein positives Ergebnis aufgrund der
1gG- oder IgM-Persistenz fur mehr als 10 Jahre nach der
Behandlung erhalten werden (7). Aufgrund von
beobachteten Kreuzreaktionen (siehe Tabelle 2 fiir IgG und
Tabelle 8 fur IgM im Abschnitt "Kreuzreaktionen und
analytische Spezifitat"), wie z. B. mit anti-CMV-Antikorpern
fiur 1gM, ist es wichtig, die endgultige Auswertung des mit
dem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test erhaltenen
Testergebnisses vorsichtig zu interpretieren.
Antikoérperkonzentrationen kénnen variabel und von
getesteten Patienten abhangig sein. Die Antikorper-
pravalenz in der Gesamtbevoélkerung liegt in der Ndhe von
3% bis 5%, wahrend Antikorper in Personen, die Borrelien
vermehrt ausgesetzt sind (Forstern, Wanderern), in 25% bis
30% der Falle nachgewiesen werden kénnen (5).

Wie bei allen diagnostischen Verfahren, sollte der Arzt die
mit dem NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test erhaltenen
Daten im Zusammenhang mit anderer, klinischer
Information evaluieren, weil Patienten, die an Borreliose
leiden, dhnliche Symptome wie die von Syphilis aufweisen
kénnen (4).

Der NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test sollte unter
Berlicksichtigung aller Kriterien, wie der historischen
epidemiologischen Situation in der Region, der Symptome
des Patienten sowie der Testeinschrankungen verwendet
werden.

13. Leistungsmerkmale des Tests

Lyme-IgG

Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

141 Serumproben aus verschiedenen Panels europdischen
Ursprungs, die mittels der EIA-Methode (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin und Enzygnost Dade-Behring)
vorgetestet wurden, wurden mit dem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM Test getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Referenzmethode (EIA)

Tabelle 1

I R T

61 72
14 55 69
75 66 141

1gG/IgM Test
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Die Leistungsfahigkeit wird aus den Daten, die in der obigen
Tabelle dargestellt sind, wie folgt berechnet:

Sensitivitat: 61/75 x 100 = 81%
Spezifitat: 55/66 x 100 = 83%
Gesamtubereinstimmung: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%

Kreuzreaktionen und analytische Spezifitat
Serumproben, welche hohe Konzentrationen von anti-

Treponema pallidum-Antikérpern, Rheumafaktoren, anti-EBV-,
anti-CMV- oder antinukledren Antikérpern enthielten, wurden
mit dem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test getestet, um
mogliche Interferenzen zu bewerten. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 2

mit dem NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM Test
erhaltene positive Ergebnisse
(1gG)

Gesamtanzahl

Positive Proben der Proben

syphitis | a4
2 30
0 30
0 30
1 30

Die Ergebnisse zeigen, dass Kreuzreaktionen mit dem NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test auftreten kdnnen, wenn die
Proben hohe Konzentrationen von Rheumafaktoren oder
antinukledaren  Antikdrpern enthalten. Die analytische
Gesamtspezifitdt, die beim Testen dieser potentiell
interferierenden Proben erhalten wurde, betragt jedoch
immer noch 98,2% (161/164).

Interferenzen

Serumproben, die mittels der ELISA-Methode (Virotech)
getestet wurden, wurden mit humanem Hamoglobin (2,5 g/L),
Bilirubin (0,3 g/L) oder Triglyceriden (10 g/L) versetzt. Diese
Proben wurden parallel auch ohne Zugabe von den
Substanzen mit dem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test
getestet.

Die Ergebnisse sind entsprechend in den folgenden Tabellen
dargestellt:

Tabelle 3

NADAL® Lyme orreliosis
1gG/1gM Test (IgG)
Referenz mit2,5g/L
Ti ohne Hamo- Hamoglobin
P zahl UA/mL globin versetzt
(Cut-Off)
98 (negativ) 5,8(>9)
62 [schwach 20,4(>9) + +
positiv)
91 (stark positiv) 47,5(>9) + +
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Tabelle 4
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgG)
mittels  ELISA-Methode titrierte
Proben Referenz mit0,3 g/L
n ohne Bilirubin
Probe ahl UA/mL Bilirubin versetzt
(Cut-Off )
98 (negativ) 58(>9)
62 (schwach positiv) 20,4(>9) + +
91 (stark positiv) 47,5(>9) + +

Tabelle 5
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/1gM Test (IgG)

mittels ELISA-Methode titrierte
! L mit 10 g/L

Proben .
Referenz ohne Trigly-

Triglyceride ceriden

Probenanzahl
versetzt

98 (negativ)
62 (schwach 20,4(>9) + +
positiv)
91 (stark positiv) 47,5(>9) + +

Die Ergebnisse zeigen, dass Hamoglobin, Bilirubin und
Triglyceride bis zu Konzentrationen von 2,5g/L, 0,3 g/L und
10 g/L mit dem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test nicht
interferieren.

Lyme-IgM

Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

251 Serumproben aus verschiedenen Panels europdischen
Ursprungs, die mittels der EIA-Methode (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin und Enzygnost Dade-Behring)
vorgetestet wurden, wurden mit dem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM Test getestet.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Referenzmethode (EIA)

Tabelle 6

I I T

139
14 82 96
153 98 251

Borreliosis
1gG/IgM Test

Die Leistungsfahigkeit wird aus den Daten, die in der obigen
Tabelle dargestellt sind, wie folgt berechnet:

Sensitivitdt: 139/153 x 100 = 91%
Spezifitat: 82/98 x 100 = 84%
Gesamtubereinstimmung: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%

Diagnostische Sensitivitdt in den 3 klinischen Stadien der
Lyme-Borreliose

Eine Studie wurde in einem europdischen Referenzlabor fir
Borreliose unter Verwendung von Serumproben durchgefiihrt,
welche verschiedenen klinischen Stadien der Lyme-Krankheit
entsprachen: Stadium |, das durch Erythema chronicum
migrans (EM) gekennzeichnet ist; Stadium Il, das der
Entwicklung einer akuten Neuroborreliose (NB) entspricht und
Stadium IIl, das durch chronische atrophische Acrodermatitis
(ACA) und Lyme-Arthritis (LA) gekennzeichnet ist.
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Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt:
Tabelle 7

Anzahl positiver Proben

NADAL®

Proben- Lyme DISORI Sensn-
anzahl Borreliosis o t[wtat
(Cut-Off: in%
18G/lgM >1,10)
Test (IgM) *
EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6

Unter den getesteten Proben waren 4 Proben des Stadiums |,
5 Proben des Stadiums Il und 7 Proben des Stadiums Il sehr
1gM schwach positiv (Titer unter 1,5 x Cut-Off-Wert).

Kreuzreaktionen und analytische Spezifitat

Serumproben, welche hohe Konzentrationen von anti-
Treponema pallidum-Antikérpern, Rheumafaktoren, anti-EBV-,
anti-CMV- oder antinukledren Antikorpern enthielten, wurden
mit dem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test getestet, um
mogliche Interferenzen zu bewerten. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 8

mit dem NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM Test
erhaltene positive Ergebnisse
(1gM)
53
1 30
3 30
9 30
4

30

Gesamtanzahl

Positive Proben der Proben

antinukledre Antikorper

Gesamtanzahl der 23 173
Proben

Die Ergebnisse zeigen, dass Kreuzreaktionen mit dem NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test auftreten kdnnen, wenn die
Proben hohe Konzentrationen von Rheumafaktoren, anti-

Treponema  pallidum-Antikorpern  oder  antinukledaren
Antikorpern enthalten. Die analytische Gesamtspezifitdt, die
beim Testen dieser potentiell interferierenden Proben
erhalten wurde, betrégt jedoch immer noch 86,7% (150/173).

Interferenzen
Serumproben, die mittels ELISA-Methoden (Diasorin,
Euroimmun) getestet wurden, wurden mit humanem

Hamoglobin (5 g/L), Bilirubin (0,3 g/L) oder Triglyceriden
(30 g/L) versetzt. Diese Proben wurden parallel auch ohne
Zugabe von den Substanzen mit dem NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test getestet.

Die Ergebnisse sind entsprechend in den folgenden Tabellen

dargestellt:
N L® Lyme Borrel
IgG/IgM Test (IgM)

Tabelle 9
Referenz

ohne
Hamo-
globin

mit5g/L
Hi@moglobin
versetzt

6,9 >22)

19 (negativ)
43 (schwach
positiv)

1,6 (>0,8) + +

39 (stark positiv) 5,6(>0,8) + +
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Tabelle 10

mittels ELISA-Methode titrierte

Proben Referenz mit 0,3 g/L
Titer in ohne Bilirubin

Probenanzahl UA/mL Bilirubin versetzt
(Cut-Off )

19 (negativ) 6,9 (>22)

4.3 (schwach posi- 16(>0,8) . .

tiv)

39 (stark positiv) 5,6 (>0,8) + +

Tabelle 11

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgM)

mittels ELISA-Methode titrierte .
mit 30 g,

Proben Referenz Trigl
Titer in ohne cerigdZn

Probenanzahl UA/mL Triglyceride —
(Cut-Off )

19 (negativ) 6,9 (>22)

43 (schwach 1,6(>0,8) + +

positiv)

39 (stark positiv) 5,6 (>0,8) + +

Die Ergebnisse zeigen, dass Hamoglobin, Bilirubin und
Triglyceride bis zu Konzentrationen von 5g/L, 0,3 g/L und
30 g/L mit dem NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test nicht
interferieren.

Wirkung von Gefrier-Auftau-Zyklen

Negative, schwach positive und stark positive anti-Borrelia-
IgM-Serumproben, welche 3 Gefrier-Auftau-Zyklen unterzogen
wurden, zeigten keinen Effekt auf die Testergebnisse.
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The NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test is a rapid
qualitative screening test for the detection of human 1gG and
IgM to European strains of Borrelia in human serum and
plasma. The test is intended for use as an aid in the diagnosis
of Lyme disease, also known as Lyme borreliosis, and is
designed for professional use only. However, in the case of a
positive result, the NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test
does not enable the stage of the disease to be determined.

2. Introduction and Clinical Significance
Lyme disease (1) or Lyme borreliosis is caused by the

spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato, which is
transmitted by ticks. Contagious ticks, infected by Borrelia
burgdorferi sensu lato, are mainly found in North America
(Ixodes scapularis or Ixodes pacificus) and in temperate areas
of Western Europe (Ixodes ricinus). European tick species are
vectors of European Borrelia strains, such as B. burgdorferi
sensu stricto, B. afzelii, B. garinii (2) as well as B. spielmanii
and B bavariensis, which are also known to be pathogenic.
B. valaisiana and B. lusitaniae are also considered to be
potentially pathogenic strains. Due to the high similarity
amongst Borrelia strains, 1gG and IgM directed against
different Borrelia species cross-react with the antigen cocktail
of the NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test - at least in the
case of European strains.

In 30% to 80% of cases, a skin rash (erythema chronicum
migrans) is the first clinical sign of the infection, appearing
after 3 to 10 days at the site of the tick bite. Between 1 and 3
months later, the first neurological signs, such as a headache
or severe disorders like myelitis (3), appear - even in the
absence of erythema chronicum migrans. Patients may also
develop severe complications, such as intermittent attacks of
articular arthritis, myocarditis or acrodermatitis much later,
even several years after the primary infection.

3. Test Principle

A unique combination of anti-human immunoglobulins-dye
conjugates and highly purified native B. burgdorferi and
B. garinii as well as recombinant B. burgdorferi antigens on
the solid phase are used in the NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test to specifically detect anti-Borrelia antibodies.

The NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test comprises a plastic
casing containing two internal test strips for the detection of
1gG or IgM. After the collection of a plasma or serum
specimen, a few drops of the specimen are added to each
specimen well (=) of the test cassette.

As the specimen migrates along the membrane of the strip
(IgM detection), anti-human immunoglobulins-dye conjugates
bind to human IgM, forming antibody-antigen complexes. In
the same way, the specimen flows along the the membrane of
the strip (IgG detection), where the anti-human
immunoglobulins-dye conjugates bind to the human IgG,
forming antibody-antigen complexes. In the case of positive
results, these complexes bind to the specific antigens in the
test line region(s) of the test cassette and produce (a) rose-
pink line(s). In the absence of anti-Borrelia antibodies, no lines
appear in the test line regions of the test cassette. The
reaction mixture continues to migrate along the membranes
of the test cassette. Unbound conjugates bind to the reagents
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in each control line region, producing a rose-pink line, which
demonstrates that the proper volume of specimen has been
added and membrane wicking has occurred.

4. Reagents and Materials Supplied

e 10 NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM test cassettes (incl.
disposable plastic pipettes)

o 1 buffer containing detergent and <0.1% NaNjs (6 ml)

e 1 package insert

5. Additional Materials Required
e Timer

6. Storage & Stability

All NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM test kit components
should be stored between +4°C and +30°C. The test cassette
must remain in the sealed foil pouch until use. Do not freeze
the test kit. The NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test is
stable until the expiry date stated on the package.

7. Warnings and Precautions

For professional in-vitro diagnostic use only.

Carefully read through the test procedure prior to testing.
Do not use the test beyond the expiration date indicated on
the package.

Do not use the test if the foil pouch is damaged.

Do not reuse tests.

Do not add specimens to the reaction area (result area).

In order to avoid contamination, do not touch the reaction
area (result area).

Avoid cross-contamination of specimens by using a new
specimen collection tube for each specimen obtained.

Do not substitute or mix components from different test
kits.

Do not eat, drink or smoke in the area where specimens
and test kits are handled.

e Wear protective clothing such as laboratory coats,
disposable gloves and eye protection when specimens are
being assayed.

Handle all specimens as if they contain infectious agents.
Observe established precautions for microbiological risks
throughout all procedures and standard guidelines for the
appropriate disposal of specimens.

The test kit contains products of animal origin. Certified
knowledge of the origin and/or sanitary state of the animals
does not completely guarantee the absence of transmissible
pathogenic agents. It is therefore recommended that these
products be treated as potentially infectious, and handled
in accordance with usual safety precautions (e.g., do not
ingest or inhale).

The diluent contains sodium azide, which may react with
lead or copper plumbing to form potentially explosive metal
azides. When disposing of this solution, always flush with
copious amount of water to prevent azide build-up. Avoid
contact with eyes or mucous membranes. In the event of
accidental contact, wash thoroughly with water.

Humidity and temperature can adversely affect test results.
Used testing materials should be discarded according to
local regulations.
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8. Specimen Collection and Preparation

Serum or plasma (lithium or ammonium heparinate, EDTA)
Specimens should be collected under standard laboratory
conditions (i.e., aseptically and in such a way as to avoid
haemolysis).

If the test is to be run within 48 hours after specimen
collection, specimens should be stored in the refrigerator at 2-
8°C.Specimens should be kept frozen if the test is to be
performed after more than 48 hours after specimen
collection. Frozen specimens must be completely thawed,
thoroughly mixed and brought to room temperature prior to
testing. Avoid repeated freezing and thawing cycles.

In the case of turbidity, high viscosity or the presence of
particulate matter in serum specimens, they should be diluted
with an equal volume (V/V) of dilution buffer (not provided
but available upon request) prior to testing.

9. Test Procedure

Bring the test cassette, buffer, specimen and/or controls to
room temperature (15-30°C) prior to testing.
1. Remove the test cassette from the
sealed foil pouch. Label it with the
patient’s name or control number.
2. Fill a disposable pipette with the
serum or plasma specimen.
Holding the pipette vertically,
dispense 1 drop (25pL) of the
specimen into each specimen well
(=).
3. Add exactly 6 drops (200 uL) of
buffer to each specimen well (=).
4. Read the test result after 10 - 15
minutes. Do not interpret the test
result after more than 15 minutes.

10. Result Interpretation

Positive for IgG:

One coloured line develops in

each control line region ‘C’ and ~ )
one coloured line develops in the |
test line region ‘T’ for IgG. ]

Positive for IgM:

One coloured line develops in
each control line region ‘C’ and
one coloured line develops in the
test line region ‘T’ for IgM.

Positive for IgG and IgM:
In addition to the control lines ‘C’,

a coloured line develops in each ——
B P

test line region ‘T’ for IgG and IgM. — j_

Negative:

One coloured line appears in each

control line region ‘C’. No

coloured lines appear in the test

line regions ‘T’ for IgG and IgM. ‘ ‘
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Invalid:

The control lines ‘C’ fail to appear.

Results from any test which has ,

not produced control lines at the ‘ ‘ :
specified reading time must be —
discarded. _J :

Insufficient specimen volume, incorrect operating procedure
or expired tests are the most likely reasons for control line
failure. Please review the procedure and repeat the test with a
new test cassette. If the problem persists, discontinue using
the test kit immediately and contact your distributor.

11. Quality Control

Internal Control:

A coloured line appearing in the control line region ‘C’ is
considered an internal procedural control. It confirms
sufficient specimen volume, adequate membrane wicking and
correct procedural technique.

External Control:

The use of external positive and negative controls is
recommended to ensure proper assay performance.

e The result obtained with the NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM Test should not be used as the sole criterion for the
diagnosis of Lyme borreliosis.

e Immune response can be late in infected patients. During

the primary stage (l) of the disease (6), which is
characterised by the development of the erythema migrans,
1IgM may only be detected 2 to 6 weeks following the tick
bite, and even then only in 40 to 60% of the cases. During
the second stage (lI), which corresponds to the
development of acute neuroborreliosis, 1gM and IgG are
detected in 70 to 90% of the cases. Therefore, if a negative
result was obtained first time, it is recommended to
perform another test 4 to 6 weeks later to check the

antibody level. During the third stage of the disease (Ill),

which is characterised by chronic atrophic acrodermatitis

and Lyme arthritis, IgM and IgG are usually detectable.

Some factors, such as a very early stage of infection or

previous treatment of the patient by antibiotics may lead to

false negative results. This is due to a low anti-Borrelia 1gM
concentration which may not be detected using the

NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test.

In some cases, a positive result could be obtained because

of the persistence of IgG or IgM for more than 10 years

after treatment (7). Due to observed cross-reactions (see
table 2 for IgG and table 8 for IgM in the section 'Cross-
reactions and analytical specificity’), such as with anti-CMV
antibodies for IgM, it is important to be cautious in the final
interpretation of the test result obtained with the NADAL®

Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test.

Antibody levels may be variable, depending on the patients
tested. The prevalence of antibodies in the overall
population is close to 3% to 5%, while in exposed subjects

(foresters, hikers) antibodies can be detected in 25% to 30%

of the cases (5).

As with any diagnostic procedure, data obtained with the

NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test should be evaluated

by the physician in conjunction with other clinical
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information, as patients suffering from borreliosis may
exhibit symptoms similar to those of syphilis (4).

The NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test should be used
in conjunction with all criteria, such as the historical
epidemiological situation in the region, the patient’s

NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/1gM Test (Ref. 870001)
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The results are presented in the following tables respectively:

Table 3
NADAL® Lyme
1gG/IgM Test (IgG)

Borreliosis

Reference

Specimens titrated using ELISA

symptoms as well as test limitations. without Sgi:e"/l‘-"’itfh
.5 g/Lo
13. Performance Characteristics Num.ber i UA/mL haem.o- haemoglobin
specimens Cut-off globin
Lyme IgG : ACHt:oft)
98 (negative) 5.8(>9)
Diagnostic sensitivity and specificity 62 (weak positive) | 20.4 (>9) + +
141 serum specimens from different panels of European origin 91 (strong 475(9)
P . . P 2at S (> + +
pre-assayed by EIA method (miniVIDAS® Biomérieux, Liaison positive)
Diasorin and Enzygnost Dade-Behring) were tested using the
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test. Table 4 —
NADAL® Lyme Borreliosis
The results are presented in the following table: 1gG/IgM Test (IgG)
Table 1 Specimens titrated using ELISA spiked
method Reference pl, <
Reference method (EIA) > ) with
Number of UETIT itholt 0.3 g/Lof
= I3 o Total [ .
e @ | on | o= e
e = PR
2icC [ - BB oo, e
g o gn 75 7 181 62 (weak positive) 20.4(>9) + +
91 (strong positive) 47.5(>9) + +
Performances are calculated from the data presented in the
table above as follows: Table 5
. NADAL® Lyme Borreliosis
Sensitivity: 61/75 x 100 = 81% 18G/IgM Test (IgG)
Specificity: 55/66 x 100 = 83% Specimens titrated using ELISA Spiked
thod i
Overall agreement: (61+55)/(75+66) x 100 = 82% EEs — Reference it
Number of erin without 10 g/L of
Cross-reactions and analytical specificity . ”e':in?;:s UA/mL triglycerides trigly-
Serum specimens containing high levels of anti-Treponema b (Cut-off ) cerides
pallidum antibodies, rheumatoid factors, anti-EBV, anti-CMV 98(“953""9)_ i 5.8(>9)
or antinuclear antibodies were tested using the NADAL® Lyme 62 (weak positive) 20.4(>9) * h
Borreliosis 1gG/IgM Test to evaluate possible interferences. 91 (strong posi- 47.5(>9) + +

The results are presented in the following table:
Table 2

Positive results obtained with|
Total number

the NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgG)

Positive specimens .
of specimens

a4
2 30
0 30
0 30
1 30

The results show that cross-reactions may occur with the
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test if specimens contain
high levels of rheumatoid factors or antinuclear antibodies.
However, the overall analytical specificity obtained when
testing these potentially interfering specimens remains at
98.2% (161/164).

Interferences

Serum specimens assayed by ELISA method (Virotech) were
spiked with human haemoglobin (2.5 g/L), bilirubin (0.3 g/L) or
triglycerides (10 g/L). Using the NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test, these specimens were tested in parallel also
without being spiked.

C€ o]

tive)
The results show that haemoglobin, bilirubin and triglycerides
do not interfere with the NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
Test up to the concentrations of 2.5g/L, 0.3 g/L and 10 g/L
respectively.
Lyme IgM
Diagnostic sensitivity and specificity
251 serum specimens from different panels of European origin
pre-assayed by EIA method (miniVIDAS® Biomérieux, Liaison
Diasorin and Enzygnost Dade-Behring) were tested using the
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test.

The results are presented in the following table:

Reference method (EIA)

Table 6

= + Total
2 § I
g C 139 16 155
) 14 82 9%
o
o 9

) 153 98 251

Performances are calculated from the data presented in the
table above as follows:

Sensitivity: 139/153 x 100 = 91%
Specificity: 82/98 x 100 = 84%
Overall agreement: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%
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Diagnostic sensitivity in the 3 clinical stages of Lyme disease
A study was performed in a European reference laboratory for
Borreliosis using serum specimens corresponding to different
clinical stages of Lyme disease: stage | characterised by
erythema chronicum migrans (EM); stage Il corresponding to
the development of acute neuroborreliosis (NB) and stage Il
characterised by chronic atrophic acrodermatitis (ACA) and
lyme arthritis (LA).

The results are presented in the following table:

Table 7

®
Number of NLADAL DIASORIN
specimens ym.e . ELISA
Borreliosis
(cut off:
18G/lgM >1.10)
Test (IgM) :
EM 40 21 39 53.8
NB 19 2 13 15.4
ACA 31 3 17 17.6

Amongst the tested specimens, 4 specimens of stage I, 5
specimens of stage Il and 7 specimens of stage Ill showed a
very IgM weak positive result (titers below 1.5 x cut-off value).
Cross-reactions and analytical specificity

Serum specimens containing high levels of anti-Treponema
pallidum antibodies, rheumatoid factors, anti-EBV, anti-CMV
or antinuclear antibodies were tested using the NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM Test to evaluate possible interferences.
The results are presented in the following table:

Table 8

Positive results obtained

Total number

the NADAL® Lyme Borreliosis .
of specimens

1gG/IgM Test (IgM)

Positive specimens

53
1 30
3 30
9 30
4 30
Tecinnof 2

The results show that cross-reactions may occur with the
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test if specimens contain
high levels of rheumatoid factors, anti-Treponema pallidum
antibodies or antinuclear antibodies. However, the overall
analytical specificity obtained when testing these potentially
interfering specimens remains at 86.7% (150/173).

Interferences

Serum specimens assayed using different ELISA methods
(Diasorin, Euroimmun) were spiked with human haemoglobin
(5 g/L), bilirubin (0.3 g/L) or triglycerides (30 g/L). Using the
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test, these specimens were
tested in parallel also without being spiked.
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The results are presented in the following tables respectively:
Table 9

NADAL® Lyme Borreliosis

1gG/IgM Test (IgM)
Specimens titrated using ELISA Reference Spiked
method N .
T without with 5 g/L
Titer in
Number of haemo- of haemo-
specimens WRyfth globin globin
U (Cut-off)
19 (negative) 6.9 (>22)
43 (weak positive) 1.6 (>0.8) + +
39 (strong 5.6(>0.8) + +
positive)
Table 10
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgM)
Specimens titrated using ELISA Spiked
method Reference with
Titer in without
:I "e':i:f;?: Wyt Blibia ol;:iﬁf;i?
P (Cut-off)
19 (negative) 6.9 (>22)
43 (weak positive) 1.6 (>0.8) + +
39 (strong positive) 5.6 (>0.8) + +

Table 11

Specimens titrated using ELISA
method

Titer in
UA/mL
(Cut-off )
6.9 (>22)
1.6 (>0.8) + +

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgM)
Spiked
Reference with
without 30g/L of
triglycerides trigly-
cerides

Number of
specimens

19 (negative)
43 (weak positive)

39 (strong positive) 5.6 (>0.8) + +

The results show that haemoglobin, bilirubin and triglycerides
do not interfere with the NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
Test up to the concentrations of 5g/L, 0.3 g/L and 30g/L
respectively.

Effect of freeze-thaw cycles

Negative, weak positive and strong positive anti-Borrelia 1gM
serum specimens having undergone 3 freeze-thaw cycles did
not demonstrate any effect on the test results.
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1. Domaine d’application

Le test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM est un test rapide
pour la détection qualitative des IgG et IgM humains sur des
souches de Borrelia dans les échantillons de sérum et de
plasma humain. Ce test est une aide lors du diagnostic de la
borréliose de Lyme, également connu sous le nom de la
maladie de Lyme. En cas de résultat positif, le test NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM ne permet cependant pas de définir
le stade de la maladie.

2. Introduction et signification clinique

La borréliose de Lyme ou maladie de Lyme (1) est provoquée
par I'agent pathogene Borrelia burgdorferi sensu lato, lequel
est transmis par la tique. Les insectes infectés par le Borrelia
burgdorferi sensu lato se propagent principalement en
Amérique du Nord (Ixodes scapularis ou I. pacificus) et dans
les zones tempérées d’Europe occidentale (Ixodes ricinus). Le
type européen de tiques est le déclencheur de Borrelia
burgdorferi sensu stricto, B. afzelli et B. garinii (2) ainsi que
B. spielmanii et B. bavariensis, agents pathogénes reconnus.
B. valaisiana et B. lusitaniae sont aussi considérés comme de
potentiels agents pathogénes. En raison de la grande
similitude entre les souches de Borrelia, les IgG et IgM, eux-
méme dirigés vers différentes espéces de Borrelia, provoquent
des réactions croisées avec le cocktail d’antigénes du test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.

Dans 30 % a 80 % des cas, une éruption cutanée ou un
érythéme migrant (Erythema chronicum migrans) sont les
premiers signes d’infection. Ils apparaissent dans les 3 a 10
jours au niveau de la piqre de la tique. Les premiers signes
neurologiques apparaissent aprés 1 a 3 mois, notamment :
maux de téte ou douleurs aigiies et inflammation de la moelle
épiniere (3), méme en l'absence d’un érythéme migrant.
Quelques années aprés la primo-infection, les patients
peuvent souffrir de douleurs aigiies dues a une arthrite
temporaire, a des crampes musculaires ou des inflammations
cutanées.

3. Principe du test

Le test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM utilise Ila
combinaison  unique  d'un  conjugué coloré  anti-
immunoglobulines  humaines et d’antigénes purifiés

B. burgdorferi- et B.garinii- ainsi que d’antigénes
recombinants B. burgdorferi en phase solide pour détecter les
anticorps anti-Borrelia.

Le test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM se compose d’un
boitier en plastique avec deux bandelettes différentes pour la
détection d’IgG et/ou d’IgM. Suite au recueil des échantillons
de plasma ou de sérum, quelques gouttes de I'échantillon sont
ajoutées a chaque puits de dépot (=) de la cassette.
L’échantillon migre le long de la membrane de la bandelette
(détection des 1gM), le conjugué coloré anti-
immuno-globulines humaines se lie a des 1gG humains
formant un complexe anticorps-antigénes. De la méme
maniere, |’échantillon continue de migrer le long de la
membrane de la bandelette (détection des IgG), le conjugué
coloré anti-immunoglobulines humaines se lie a des IgG
humains formant un complexe anticorps-antigénes. Dans le
cas de résultats positifs, ces complexes se lient aux antigénes
spécifiques a hauteur des lignes de test de la cassette et
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géneére une ligne de couleur rose. En I'absence d’anticorps
anti-Borrelia, aucune ligne n’apparait a hauteur des lignes de
test de la cassette. Le mélange continue de migrer le long de
la membrane de la cassette. Les conjugués non-liés se lient a
des réactifs a hauteur de toutes les zones de controle
générant une/des ligne/s de couleur rose prouvant qu’une
quantité nécessaire d’échantillons a été ajoutée et que la
membrane a été suffisamment imbibée.

4. Réactifs et matériel fournis

e 10 cassettes NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM (pipettes a
usage unique incluses)

o 1 flacon de solution tampon « Buffer » (6 mL) (contenant un
détergent et de I'azoture de sodium (NaN; < 0,1 %)

e 1 notice d’utilisation

5. Matériel supplémentaire nécessaire

e Chronometre

6. Péremption et conservation des réactifs

Tous les composants du kit NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
doivent étre conservés entre +4°C et +30°C. Conserver la
cassette dans son emballage fermé jusqu’a utilisation. Ne pas
congeler les kits. Le test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
reste stable jusqu’a la date de péremption inscrite sur
I'emballage.

7. Avertissement et précautions

Test réservé au diagnostic in-vitro professionnel.

Veiller a lire attentivement la notice d’utilisation avant de
réaliser le test.

Ne pas utiliser le test apres la date de péremption indiquée
sur 'emballage.

Ne pas utiliser le test si 'emballage est endommagé.

Test a usage unique.

Ne pas déposer de prélevement sur la zone réactive
(fenétre de résultats).

Ne pas toucher la zone réactive afin d’éviter toute
contamination.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser un tube
collecteur unique pour chaque échantillon.

Ne pas interchanger ou mélanger le matériel de différents
kits.

Ne pas manger, boire ou fumer a proximité de la zone de
manipulation des tests.

Utiliser des vétements de protection tels qu’une blouse de
laboratoire, des gants a usage unique et des lunettes de
protection.

Manipuler les échantillons en les considérant comme de
potentiels réactifs infectieux. Respecter les précautions
relatives aux risques microbiologiques pendant les
manipulations ainsi que les directives locales en vigueur
concernant I’élimination des déchets.

Ce test contient des produits d’origine animale. La
certification concernant |‘origine et I'état sanitaire des
animaux ne certifient pas I'absence totale d’agents
pathogénes transmissibles. Tous les échantillons et
matériaux utilisés pour ce test doivent étre considérés
comme des matieres infectieuses. Il est recommandé
d’appliquer les mesures de précaution nécessaires (ne pas
avaler ou inhaler).

nal von minden GmbH e Carl-Zeiss-Strasse 12 ¢ 47445 Moers ® Germany ¢ info@nal-vonminden.com ¢ www.nal-vonminden.com 11



FRANCAIS

La solution tampon contient de I'azoture de sodium qui, au
contact de canalisations en cuivre ou en plomb, peut former
des acides explosifs. Au moment de [|’élimination de la
solution tampon, nettoyer abondamment avec de I'eau, afin
d’éviter un dépdt excessif d’acides. Eviter tout contact avec
les yeux ou les muqueuses. Dans le cas d’'une mise en
contact accidentelle, rincer abondamment avec de I'eau.
L'humidité et les températures peuvent affecter les
résultats du test.

Les matériaux du test utilisés doivent étre éliminés selon les
normes en vigueur.

Sérum, plasma (lithium héparine ou ammonium héparine,
EDTA)

L'échantillon doit étre recueilli conformément aux normes
standards de laboratoire (ascéptique et en évitant une
hémolyse).

Si le test doit étre réalisé dans les 48 heures qui suivent le
recueil, conserver les échantillons au réfrigérateur entre 2-8°C.

Les échantillons doivent étre congelés si le test est réalisé
aprés 48 heures. Décongeler les échantillons avant toute
utilisation, amener a température ambiante et mélanger. Ne
pas répéter les cycles de congélation-décongélation.

Si les échantillons de sérum sont troubles, trés visqueux ou
présentent des grumeaux, recommencer le test avec le méme
volume (V/V) de diluant (non fourni dans le kit. Disponible sur
demande) avant d’exécuter un nouveau test.

9. Exécution du test

Amener la cassette, la solution tampon, les échantillons
et/ou les contrdles a température ambiante (15-30°C) avant
de réaliser le test.

1. Sortir la cassette de son emballage fermé et utiliser celle-ci
dés que possible. Indiquer sur la cassette le nom du patient
ou un numéro de contréle.

2. Remplir la pipette d’échan-
tillon de sérum ou de
plasma. Tenir la pipette a la
verticale et laisser tomber
une goutte de plasma ou de
sérum (25 pL) dans le puits
de dépot de la cassette (=).

3. Ajouter 6 gouttes (200 L)
de solution tampon a
chaque puits de dépdt (=).

4. Lire les résultats du test
aprés 10-15 minutes. Ne
plus interpréter les résultats
apres 15 minutes.

10. Interprétation des résultats

Positif a 1gG : ! >
Une ligne colorée apparait a

hauteur de chaque ligne de contrdle

«C» et une ligne colorée apparait a ——
hauteur de la ligne de test «T» pour i‘

1gG.

(€3
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Positif a IgM :
Une ligne colorée apparait a
hauteur de chaque ligne de contréle
«C» et une ligne colorée apparait a — —C
hauteur de la ligne de test «T» pour ‘_
IgM. AN
Positif a IgG et IgM : =
En plus des lignes de contréle «C», N
une ligne colorée apparait a hauteur d‘ =
des lignes de test «T» pour IgG et —‘ d‘
IgM.
Négatif :

Une ligne colorée apparait a hauteur .
de la ligne de contrdle «C». Aucune o

ligne colorée n’apparait a hauteur i 3
des lignes de test «T» pour IgG et ‘
IgM.

Non-valide : ;

La ligne de controle «C» n’apparait ‘
pas. Les tests sur lesquels aucune —3y
ligne de contrdle n’est apparue dans @ J ‘
le temps d’évaluation fixé doivent |

étre jetés. _J 7 N

Les tests sur lesquels aucune ligne de controle n’est apparue
dans le temps d’évaluation fixé doivent étre jetés. Contréler la
procédure d’exécution du test et répéter le test avec une
nouvelle cassette. Si le probleme persiste, ne plus utiliser le kit
et contacter le distributeur.

11. Controéle qualité

Controle interne :

La ligne colorée apparaissant au niveau de la zone de contréle
« C» est considérée comme un contrdle interne. Cette ligne
confirme que le volume d’échantillon était suffisant, que la
manipulation a été correctement effectuée et que la
membrane a été suffisamment imbibée.

Controle externe :
Il est conseillé de réaliser des controler positifs et négatifs
pour confirmer la performance des tests.

12. Limites du test

e Les résultats obtenus avec le test NADAL® Lyme Borreliosis
Test 1gG/IgM ne devrait pas étre le seul critére lors du
diagnostic de la borréliose de Lyme.

e Chez les patients infectés, une réaction peut survenir
immunitaire plus tard. Pendant le premier stade (I) de la
maladie (6), caractérisée par le développement de
Erythema migrans, les IgM ne peuvent étre détectés que
dans les 2 a 6 semaines suivant la morsure de la tique. Ils ne
seront détectés que dans 40% a 60% des cas. Pendant le
deuxieme stade, indiquant le développement d’une
neuroborréliose aigué, les 1gM et les IgG peuvent étre
détectés dans 70% a 90% des cas. En présence d’un résultat
négatif, il est conseillé de réaliser un nouveau test dans les
4 a 6 semaines suivantes afin de vérifier le taux d’anticorps.
Pendant le troisieme stade de la maladie (lll), caractérisée
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par une acrodermatite chronique atrophiante et une
arthrite de Lyme, les IgM et les IgG sont détectables.
Certains facteurs, comme des stades anticipés de I'infection
ou un traitement antibiotique antérieur, peuvent mener a
des faux négatifs. Dans ce cas, le test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM n’est pas en mesure de détecter les
concentrations trés faibles en IgM anti-Borrelia.

Dans certains cas, un résultat positif pourrait étre obtenu
plus de 10 ans aprés le traitement, les IgG et en IgM étant
trés persistants (7). Au vu de réactions croisées observées
(voir le tableau 2 pour 1gG et le tableau 8 pour IgM dans le
paragraphe « Réactions croisées et spécificité analytique »),
notamment avec des anticorps anti-CMV, il est important
d’interpréter les résultats définitifs obtenus avec le test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM avec précaution.

Les concentrations en anticorps peuvent varier et dépendre
selon les patients testés. La prévalence d’anticorps au sein
de la population se situe a peu prés entre 3% et 5%, tandis
que des anticorps présents chez les humains fortement
exposés aux borrélies (gardes forestiers, randonneurs) sont
détectés dans 25% a 30% des cas (5).

Tout résultat de diagnostic obtenu avec le test NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM doit étre évalué en fonction des
données cliniques supplémentaires, car les patients atteints
de la borréliose peuvent présenter des symptémes
similaires a ceux de la syphilis (4).

Le test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM doit étre utilisé au
regard de tous les critéres, comme par exemple, de la
situation historique et épidémiologique de la région
donnée, des symptdmes des patients ainsi que des limites
du test.

13. Performance du test

Lyme-IgG

Sensibilité et spécificité diagnostiques

141 échantillons de sérum provenant d’un panel de I'Europe
entiére et testés au préalable a I'aide de la méthode EIA
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin et Enzygnost Dade-
Behring) ont étés utilisés avec le test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1

NADAL® Lyme
Borreliosis

Les performances du test résultant des données présentées
dans le tableau ci-dessus, sont calculées comme suit :
Sensibilité : 61/75 x 100 = 81%

Spécificité : 55/66 x 100 = 83%

Performance générale: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%
Réactions croisées et spécificité analytique

Les échantillons de sérum présentant de fortes concentrations
en anticorps anti-Treponema pallidum, en facteurs
rhumatoides ainsi qu’en anticorps anti-EBV, anti-CMV et anti-
nucléaires ont étés testés avec le test NADAL® Lyme

C€ o]

NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM (réf. 870001) nal

von minden

Borreliosis 1gG/IgM, afin d’évaluer de possibles interférences.
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2

Quantité
globale
d’échantillons

a

Facteurs rhumatoides 30

2

Anticorps anti-EBV 0 30
i i 0
1

Résultats positifs (IgG)
obtenus avec le test NADAL®
Lyme Borreliosis IgG/IgM

Echantillons positifs

Anticorps anti-CMV 30

30

Anticorps anti-nucléaires

Quantité globale
d’échantillons

3 164

Les résultats montrent que des réactions croisées avec le test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM peuvent survenir quand les
échantillons présentent une haute concentration en facteurs
rhumatoides ou en anticorps anti-nucléaires. La spécificité
analytique générale obtenue lors du test de ces échantillons
potentiellement interférents, est malgré tout de 98,2%
(161/164).

Interférences

Les échantillons de sérum, testés a I'aide de la méthode ELISA
(Virotech), ont été mélangés avec de I’"hémoglobine humaine
(2,5 g/L), de la bilirubine (0,3 g/L) ou des triglycérides (10 g/L).
Ces échantillons ont été testés parallelement avec le test
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, sans adjonction de ces
substances.

Les résultats sont respectivement présentés dans le tableau
suivant :

Tableau 3
NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM (1gG)
Référence Mélangé avec
méthode ELISA
Titres en sans 25¢/L
Quantité hémoglobin d’hémoglobi
d’échantillons Uil
(cut-off)
98 (négatif) 5,8(>9)
62 (faible positif) 20,4 (>9) + +
91 (fort positif) 47,5(>9) + +
Tableau 4
1gG/IgM (IgG)
ELISA Référence
i Titres en sans avec
Qu’antlte. UA/mL bilirubine 0’.3. g/L.de
d’échantillons bilirubine
(cut-off)
98 (négatif) 58(>9)
62 (faible positif) 20,4(>9) + +
91 (fort positif) 47,5(>9) + +
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Tableau 5

NADA! Lyme
1gG/IgM (IgG)

Borrel

chantilloi ti

méthode ELISA Mélangé

Référence avec
sans 10g/Lde
triglycérides triglycérid

Titres en
UA/mL
(valeur cut-

Quantité
d’échantillons

98 (négatif) 58(>9)
62 (faible positif) 20,4 (>9) + +
91 (fort positif) 47,5(>9) + +

Les résultats montrent que I’hémoglobine, la bilirubine et les
triglycérides n’interferent pas avec le test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM dans les concentrations suivantes,
respectivement : 2,5 g/L, 0,3 g/Let 10 g/L.

Lyme-IgM

Sensibilité et spécificité diagnostiques

251 échantillons de sérum provenant d’un panel de I'Europe
entiére et testés au préalable a I'aide de la méthode EIA
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin et Enzygnost Dade-
Behring) ont étés utilisés avec le test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 6

s
=
=
)
~
(0]
=

Les performances du test résultant des données présentées
dans le tableau ci-dessus, sont calculées comme suit :
Sensibilité : 139/153 x 100 = 91%

Spécificité : 82/98 x 100 = 84%

Performance générale: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%

Sensibilité diagnostique aux trois stades cliniques de la
maladie de Lyme (Borréliose)

Une étude sur I'utilisation d’échantillons de sérum pour la
détection de la borréliose a été menée dans un laboratoire de
référence européen. Elle a établit trois stades cliniques
différents pour la maladie de Lyme : Stade |, caractérisé par
Erythema chronicum migrans (EM) Stade Il, correspondant a
I'évolution d’une neuroborréliose aigué (NB) et stade I,
caractérisé par une acrodermatite chronique atrophiante
(ACA) et une arthrite de Lyme (LA). Les résultats sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau 7

Quantité NADAL DIASORIN
d’échan- Lyme ELISA
tillon Borreliosis (Valeur cut-
1gG/IgM off :
(1gM) >1,10)
EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6
43
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Parmi les échantillons testés, 4 échantillons du stade I, 5 du
stade Il et 7 du stade Il étaient faible positifs (titres en-dega
d’une valeur cut-off de 1,5).

Spécificité analytique

Les échantillons de sérum présentant de fortes concentrations
en anticorps anti-Treponema pallidum, en facteurs
rhumatoides ainsi qu’en anticorps anti-EBV, anti-CMV et anti-
nucléaires ont étés testés avec le test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM, afin d’évaluer de possibles interférences.
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 8

Résultats positifs (IgM) Quantité
obtenus avec le test NADAL® globale

Lyme Borreliosis IgG/IgM | d’échantillons

53

1 30

3 30

9 30
i - 4

30

Echantillons positifs

Anticorps anti-nucléaires

Quantité globale
d’échantillons

23 173

Les résultats montrent que des réactions croisées avec le test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM peuvent survenir quand les
échantillons présentent une haute concentration en facteurs
rhumatoides, en anticorps anti-Treponema pallidum ou
antinucléaires. La spécificité analytique générale obtenue lors
du test de ces échantillons potentiellement interférents, est
malgré tout de 86,7% (150/173).

Interférences

Les échantillons de sérum, testés a I'aide de méthodes ELISA
(Diasorin, Euroimmun), ont été mélangés avec de
’hémoglobine (5g/L), de la bilirubine (0,3g/L) ou des
triglycérides (30g/L). Ces échantillons ont été testés
parallélement avec le test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM,
sans adjonction de ces substances.

Les résultats sont respectivement présentés dans le tableau

suivant :
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM (IgM)

Tableau 9
Mélangé

avec 5 g/L
d’hémo-
globine

Echantillons titrés avec la méthode
ELISA

Référence
sans hémo-
globine

Titres en
UA/mL
(valeur cut-
off )

6,9 (>22)
1,6 (>0,8) + +
5,6(>0,8) + +

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM (IgM)

Mélangé
avec

0,3 g/Lde
bilirubine

Quantité
d’échantillons

19 (négatif)
43 (faible positif)
39 (fort positif)

Tableau 10

Echantillons titrés avec la méthode
ELISA Référence

Titres en sans
UA/mL bilirubine
(cut-off)
6,9 (>22)
1,6(>0,8) + +
5,6 (>0,8) + +

Quantité
d’échantillons

19 (négatif)
43 (faible positif)
39 (fort positif)
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Tableau 11
NAD. yme Borreliosis
1gG/IgM (IgM)
Titres en Référence a:’:'::gjl_
Quantité UA/mL de &
d’échantillons (Valeur cut- triglycérides
off) gly
19 (négatif) 6,9 (>22)
43 (faible
positif) L6(>08) * *
39 (fort positif) | 5,6 (>0,8) + +

Les résultats montrent que I’'hémoglobine, la bilirubine et les
triglycérides n’interferent pas avec le test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM dans les concentrations suivantes,
respectivement : 5 g/L, 0,3 g/L et 30 g/L.

Effets des cycles de congélation-décongélation

Les échantillons de sérum négatifs, faible positifs et fort
positifs anti-Borrelia-IgM, soumis a trois cycles de congélation-
décongélation, n’ont pas eu d’influence sur les résultats des
tests.
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El test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM es un inmunoensayo
cualitativo répido para la deteccidén de IgG e IgM de cepas
europeas de Borrelia en muestras humanas de suero y plasma.
Este test sirve para ayudar en el diagndstico de la enfermedad
de Lyme, también conocida como borreliosis de Lyme, y solo
estd indicado para el uso profesional. Sin embargo, en caso de
resultado positivo, el test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
no permite determinar la fase de la enfermedad.

2. Introduccién y significado clinico

La enfermedad de Lyme (1), o borreliosis de Lyme, estd
causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi sensu lato,
que es transmitida por garrapatas. Las garrapatas contagiosas,
infectadas por Borrelia burgdorferi sensu lato, se encuentran
principalmente en Norteamérica (Ixodes scapularis o Ixodes
pacificus) y en las dreas templadas del oeste europeo (Ixodes
ricinus). Las especies europeas de garrapata son vectores de
las cepas europeas de Borrelia, como la burgdorferi sensu
stricto, la B. afzelii, la B. garinii (2) asi como la B. spielmanii y la
B bavariensis, también consideradas como patogénicas. La B.
valaisiana y la B. lusitaniae también se consideran cepas
potencialmente patogénicas. Debido a la gran similitud entre
las cepas de Borrelia, las 1gG e 1gM dirigidas contra diferentes
especies de Borrelia presentan reacciones cruzadas con el
coctel de antigenos del test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM,
al menos en el caso de cepas europeas.

En un 30-80% de los casos, presentan como principal signo
clinico de la infeccion una erupcién cutdnea (Erythema
chronicum migrans), que aparece en los 3-10 dias posteriores
en la zona de la picadura de garrapata. Entre 1 y 3 meses
después aparecen las primeras sefiales neuroldgicas, como
dolor de cabeza o graves desérdenes como mielitis (3), incluso
en ausencia de Erythema chronicum migrans. Tras la infeccion,
los pacientes también pueden desarrollar graves
complicaciones, como ataques intermitentes de artritis
articular, miocarditis o mas tarde acrodermatitis, incluso
varios afios después de la infeccién primaria.

3. Principio del test

Para la deteccion especifica de anticuerpos anti-Borrelia, el
test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM utiliza una Unica
combinacién de conjugados coloreados de inmunoglobulinas
antihumanas locales altamente purificadas B. burgdorferiy B.
garinii, asi como de antigenos B. burgdorferi recombinantes
en la fase sélida.

El dispositivo consta de un casete de plastico con dos tiras
reactivas internas para la deteccion de 1gG e IgM. Tras la
extraccion de plasma o suero, se afiaden unas pequefias gotas
de muestra en cada pocillo (=) del casete.

A medida que la muestra migra a través de la membrana de la
tira (deteccion de IgM), el conjugado coloreado de
inmunoglobinas antihumanas se une al I1gM humano,
formando un complejo anticuerpo- antigeno. Del mismo
modo, la muestra fluye a través del dispositivo absorbente de
la tira (deteccion de IgG), donde los conjugados coloreados de
inmunoglobinas antihumanas se unen a los 1gG humanos,
formando complejos anticuerpo-antigeno. En caso de
resultados positivos, estos complejos se unen a los antigenos
especificos en la(s) regidn(es) de test generando una(s)
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linea(s) rosa(s). Si no hay anticuerpos anti-Borrelia, no
aparecerd ninguna linea en las regiones de test del casete. La
mezcla continta fluyendo a través de las membranas del
casete. El conjugado sin consolidar se une a los reactivos en
cada region de control, produciendo una linea rosa, la cual
demuestra que el volumen de muestra ha sido adecuado y
que la membrana se ha empapado suficientemente.

4. Reactivos y materiales provistos

e 10 test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM en formato casete
(con pipetas de plastico desechables incluidas)

e 1 bufer con detergente y <0,1% de NaNs (6 mL)

e 1 manual de instrucciones

5. Otros materiales necesarios

e Crondmetro

6. Almacenamiento y conservacion

Todos los componentes del kit NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM deben ser almacenados a una temperatura entre 4-
30°C en su envase sellado hasta su uso. No congele los
dispositivos. El test se mantiene estable hasta la fecha de
caducidad indicada en el envase.

7. Advertencias y precauciones

Solo apto para uso profesional de diagnostico in-vitro.

Lea atentamente las instrucciones del prospecto antes de
comenzar el test.

No lo utilice después de la fecha de caducidad indicada en
el envase.

No utilice el test si la bolsa esta dafiada.

No reutilice los test.

No deposite la muestra en la zona de reaccidn (region de
resultados).

Evite tocar la zona de reaccidn (region de resultados), para
no contaminarla.

Evite la contaminacion cruzada de las muestras utilizando
un nuevo tubo recolector para cada muestra.

No intercambie ni mezcle componentes de lotes diferentes.
No coma, beba o fume en la zona de manipulacién de las
muestras y realizacion del test.

Utilice ropa protectora, como bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccion, mientras manipule las
muestras.

Trate todas las muestras como si contuviesen agentes
infecciosos. Siga durante todo el procedimiento las
precauciones establecidas para riesgos microbiolégicos y las
directrices estdndar para la correcta eliminacién de las
muestras.

Este test contiene productos de origen animal. El
conocimiento certificado del origen y/o estado sanitario de
los animales no garantiza completamente la ausencia de
agentes patogénicos transmisibles. Por esta razén, se
recomienda tratar estos productos como potencialmente
infecciosos y seguir las medidas de seguridad habituales
durante su manipulacién (p.ej. no ingerir ni inhalar).

El diluyente contiene azida de sodio, que puede reaccionar
con el plomo o el cobre de las tuberias, formando azidas
metdlicas potencialmente explosivas. Cuando deseche esta
solucion, deje correr abundante cantidad de agua para
prevenir la formacién de azidas. Evite el contacto con los
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ojos o las membranas mucosas. En caso de contacto
accidental, lavese con abundante agua.

La humedad y la temperatura pueden afectar negativa-
mente a los resultados.

Los materiales utilizados deben eliminarse de acuerdo a las
regulaciones locales.

8. Recoleccion de muestras y preparacion

Suero o plasma (litio o heparinato de amonio, EDTA)

Las muestras deben recolectarse en condiciones estandar de
laboratorio (asépticamente y de forma que se evite la
hemdlisis).

Si el test se realiza dentro de las 48 horas posteriores a su
recoleccion, almacene las muestras en el refrigerador a 2-8°C.
Si el test va a ser realizado después de 48 horas, las muestras
deberan mantenerse congeladas. En este caso, descongélelas
completamente, mézclelas bien y llévelas a temperatura
ambiente antes de realizar el test. Evite congelar vy
descongelar las muestras repetidamente.

En caso de turbiedad, alta viscosidad o presencia de particulas
en las muestras de suero, deberan diluirse con un volumen
igual (V/V) de bufer diluyente (no proporcionado, pero
disponible bajo pedido) antes de realizar la prueba.

9. Procedimiento del test

Lleve el casete de test, bufer, muestra y/o controles a
temperatura ambiente (15-30°C) antes de realizar el test.
1. Retire el casete de test de su

envase sellado. Etiquételo con el

nombre o numero de control del

paciente.
2. Rellene una pipeta desechable con

la muestra de suero o plasma.

Sujetando la pipeta en posicion

vertical, dispense 1 gota (25 pL) de

muestra en cada pocillo (=).
3. Dispense exactamente 6 gotas de

bufer (200 pL) en cada pocillo (=).
4. Lea los resultados a los 10-15

minutos. No interprete los

resultados después de 15 minutos.

10. Interpretacion del resultado

Positivo para IgG: {
Aparece una linea coloreada en
cada region de control "C" y una ( |

linea coloreada en la region de ‘
test "T" para IgG.

Positivo para IgM: D\
Aparece una linea coloreada en

cada region de control "C" y una ( (
linea coloreada en la regién de — ‘_ g
test "T" para IgM. _—
Positivo para IgG e IgM:

Ademas de las lineas de control ‘
"C", aparece una linea coloreada

en cada region de test "T" para — —
18G e IgM. ——
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Negativo:
Aparece una linea coloreada en
cada regién de control "C". No (O

aparecen lineas coloreadas en las [ —
regiones de test "T" para IgG e IgM. ‘

No valido:

No aparecen las lineas de control 5 | |

"C". Si no aparecen las lineas de - -
control dentro del tiempo de

lectura especificado, los resultados L
deben ser descartados. _ (

Las causas mas frecuentes de que no aparezca la linea de
control son un volumen de muestra insuficiente, un
procedimiento incorrecto o que el dispositivo esté caducado.
En ese caso, revise el procedimiento y repita el test con un

nuevo casete. Si el problema persiste, deje de usar el kit
inmediatamente y contacte con su distribuidor.

11. Control de calidad

Control interno:

La linea coloreada que aparece en la region de control "C"
sirve de control interno del procedimiento. Esta linea confirma
que el volumen de muestra ha sido adecuado, que la
membrana se ha empapado suficientemente y que el
procedimiento ha sido correcto.

Control externo:

Se recomienda el uso de controles externos positivos y
negativos para asegurar el funcionamiento adecuado del test.

12. Limitaciones

e El resultado obtenido con el test NADAL® Lyme Borreliosis
18G/IgM no debe utilizarse como Unico criterio para el
diagnostico de borreliosis de Lyme.

e la respuesta inmune en pacientes infectados puede llegar

tarde. Durante la fase primaria (I) de la enfermedad (6), que

se caracteriza por el desarrollo del Erythema migrans, la
1gM solo se puede detectar de 2 a 6 semanas después de la
picadura de garrapata, y solo en el 40-60% de los casos.

Durante la segunda fase (llI), que se corresponde con el

desarrollo de la neuroborreliosis aguda, se detecta IgM e

1gG en el 70-90% de los casos. Por lo tanto, si se obtuvo un

resultado negativo la primera vez, se recomienda realizar
otro test entre 4 y 6 semanas después para verificar el nivel
de anticuerpos. Durante la tercera fase de la enfermedad

(111), que se caracteriza por la acrodermatitis atréfica crénica

y la artritis de Lyme, la IgM e 1gG son generalmente

detectables.

Algunos factores, como una fase muy temprana de la

infeccion o el tratamiento previo del paciente con

antibidticos pueden dar lugar a resultados falsos negativos.

Esto se debe a una baja concentracién de I1gM anti-Borrelia

que no puede ser detectada usando el test NADAL® Lyme

Borreliosis 1gG/1gM.

En algunos casos, se podria obtener un resultado positivo

debido a la persistencia de IgG o IgM durante mas de 10

afios después del tratamiento (7). Debido a las reacciones

cruzadas observadas (véase la tabla 2 para el IgG y la tabla 8

para el IgM en la seccion "Reacciones cruzadas vy

especificidad analitica"), como en el caso de los anticuerpos
anti-CMV para la IgM, es importante tener cuidado en la
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interpretacion final del resultado obtenido con el test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.

Los niveles de anticuerpos pueden ser variables,
dependiendo de los pacientes examinados. La prevalencia
de anticuerpos en la poblacién general es cercana al 3-5%,
mientras que en personas expuestas (agentes forestales,
excursionistas...) los anticuerpos pueden ser detectados en
el 25-30% de los casos (5).

Como en cualquier procedimiento de diagndstico, el médico
debe evaluar los resultados de este test junto con otra
informacion clinica, ya que los pacientes que sufren
borreliosis podrian presentar sintomas similares a los de la
sifilis (4).

El test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM debe tenerse en
cuenta junto a todos los demas criterios, tales como la
situacion epidemioldgica histdrica de la region, los sintomas
del paciente y las limitaciones del test.

13. Caracteristicas del rendimiento

Lyme IgG

Sensibilidad y especificidad del diagnéstico

Se analizaron 141 muestras de suero de diferentes paneles de
origen europeo, preanalizadas con el método EIA (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin y Enzygnost Dade-Behring), con el
test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.

Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Método d er (EIA)
o

Tabla 1

S w22
35
e | = | -
B %
T - - -

Se calculd el rendimiento a partir de los datos presentados en
la tabla anterior de este modo:

Sensibilidad: 61/75 x 100 = 81%
Especificidad: 55/66 x 100 = 83%
Acuerdo general: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%

Reacciones cruzadas y especificidad analitica

Las muestras de suero que contienen altos niveles de
anticuerpos anti-Treponema pallidum, factores reumatoides,
anticuerpos anti-EBV, anti-CMV o antinucleares fueron
analizadas usando el test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
para evaluar posibles interferencias. Los resultados se
presentan en la siguiente tabla:

Tabla 2
Resultados positivos obtenidos

con el Test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/1gM (IgG)

Numero total

Muestras positivas
de muestras

Factor reumatoide

Anticuerpos anti-EBV

Anticuerpos anti-CMV

Anticuerpos
antinucleares
Numero total de
muestras

C€ o]

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM (Ref. 870001) nal

von minden

Los resultados muestran que pueden producirse reacciones
cruzadas con el test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM si las
muestras contienen altos niveles de factores reumatoides o
anticuerpos antinucleares. Sin embargo, la especificidad
analitica general obtenida al analizar estas muestras
potencialmente interferentes se mantiene en el 98,2%
(161/164).

Interferencias

Las muestras de suero analizadas por el método ELISA
(Virotech) fueron enriquecidas con hemoglobina humana
(2,5 g/L), bilirrubina (0,3 g/L) o triglicéridos (10 g/L). Estas
muestras fueron analizadas también en paralelo sin ser
enriquecidas utilizando el test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Los resultados se muestran en las siguientes tablas
respectivamente:

Tabla 3
Lyme Borreliosi
Muestras tituladas usando el
método ELISA Enriquecidas
Titulo en con 2,5g/L
Nimero de UA/mL hemoglo- de hemoglo-
muestras (punto de bina bina
corte)
98 (negativo) 5,8(>9)
62 (positivo débil) 20,4 (>9) + +
91 (positivo
fuerte) 47,5(>9) + +
Tabla 4

Muestras tituladas usando

método ELISA Enriquecid

= Referencia
Titulo en sin as con
WhYfrt bilirrubina ) g/L.de
(punto de ubina

corte)

Numero de
muestras

98 (negativo) 58(>9)
62 (positivo débil) 20,4 (>9) + +
91 (positivo fuerte) 47,5(>9) + +

Tabla 5

Muestras tituladas usando
método ELISA

= Referencia
Titulo en o
a sin
Nimero de UA/mL L
triglicéridos
muestras (Punto de
corte)
98 (negativo) 5,8(>9)
62 (positivo débil) 20,4 (>9) + +
91 (.f |..|erte 47,5(>9) + +
positivo)

Los resultados muestran que la hemoglobina, la bilirrubina y
los triglicéridos no interfieren con el test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM hasta las concentraciones de 2,5g/L,
0,3 g/Ly 10 g/L respectivamente.
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Lyme IgM

Sensibilidad y especificidad de diagnéstico

Se analizaron 251 muestras de suero de diferentes paneles de
origen europeo, preanalizadas con el método EIA (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin y Enzygnost Dade-Behring),
utilizando el test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.

Los resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 6

Método de referencia (EIA)

139 16 155
14 82 96

153 98 251

Test NADAL®
Lyme
Test IgG/IgM
(1gM)

Los rendimientos se calculan a partir de los datos presentados
en la tabla anterior de este modo:

Sensibilidad: 139/153 x 100 = 91%
Especificidad: 82/98 x 100 = 84%
Acuerdo general: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%

Sensibilidad diagndstica en las 3 fases clinicas de la
enfermedad de Lyme

Se realizé un estudio en un laboratorio europeo de referencia
para la Borreliosis utilizando muestras de suero
correspondientes a diferentes fases clinicas de la enfermedad
de Lyme: fase | caracterizada por erythema chronicum migrans
(EM), fase Il correspondiente al desarrollo de la
neuroborreliosis aguda (NB) y la fase Ill caracterizada por la
acrodermatitis atréfica cronica (ACA) y la artritis de Lyme (LA).

Los resultados se presentan en la siguiente tabla:
Tabla 7

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM (Ref. 870001) nal
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Tabla 8

Resultados positivos
obtenidos con el Test
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM (IgM)

Numero total

Muestras positivas
de muestras

sifiis | 53
1 30
3 30
9 30
Numero total de
muestras

23 173

Los resultados muestran que pueden producirse reacciones
cruzadas con el test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM si las
muestras contienen altos niveles de factores reumatoides,
anticuerpos  anti-Treponema  pallidum o  anticuerpos
antinucleares. Sin embargo, la especificidad analitica general
obtenida al analizar estas muestras potencialmente
interferentes se mantiene en el 86,7% (150/173).
Interferencias

Las muestras de suero analizadas con diferentes métodos
ELISA (Diasorin, Euroinmune) fueron enriquecidas con
hemoglobina humana (5 g/L), bilirrubina (0,3 g/L) o
triglicéridos (30 g/L). Utilizando el test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM, estas muestras fueron analizadas también
en paralelo sin ser enriquecidas.

Los resultados se muestran en las siguientes tablas
respectivamente:

Tabla 9

A Muestras tituladas usando el . q
Numero de muestras " Enriqueci-
o método ELISA .
positivas Tieal Referencia das con
Nimero | TestNADAL® | DIASORIN | Sensibi- N 4 l'j: /° ’L" sin hemoglo- 5g/Lde
de Lyme ELISA lidad en umetro € b tmd bina hemoglo-
muestras Borreliosis (punto de % eSS ( unto - bina
1gG/IgM corte: " coite]
(1gM) >1,10) 19 (negativo) 6,9 (>22)
EM 0 21 39 53,8 :: :posmvo débil) 1,6 (>0,8) + +
NB 19 2 13 15,4 fu er"te) 5,6 (>0,8) + +
ACA 31 3 17 17,6
Entre las muestras analizadas, 4 muestras de la fase I, 5 Tabla 10
muestras de I:a'fase Iy 7,m'uestras de’Ia fase Ill most'raron un Borreliosis 1gG/IgM (1gM)
resultado positivo muy débil de IgM (titulos por debajo de 1,5 Muestras tituladas usando el
veces del valor de corte). método ELISA Enrique-
) . - - Referencia )
Reacciones cruzadas y especificidad analitica Titulo en sin cidas con
) ) Nimero de UA/mL - .
Las muestras de suero que contienen altos niveles de R—— (punto de bilirrubina
anticuerpos anti-Treponema pallidum, factores reumatoides, corte)
anticuerpos anti-EBV, anti-CMV o anticuerpos antinucleares 19 (negativo) 6,9 (>22)
fueron analizadas usando el test NADAL® Lyme Borreliosis 43 (positivo débil) 1,6 (>0,8) + +
1gG/IgM para evaluar posibles interferencias. Los resultados se 39 (positivo fuerte) 5,6 (>0,8) " .

presentan en la siguiente tabla:

C€ o]
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Tabla 11

Muestras tituladas usando

método ELISA Enrique-
Titulo en . cidas con

Numero de UA/mL L 30g/Lde

muestras (Punto de glicéridos
corte)

19 (negativo) 6,9 (>22)

43 (positivo débil) 1,6 (>0,8) + +

39 (positivo fuerte) 5,6 (>0,8) + +

Los resultados muestran que la hemoglobina, la bilirrubina y
los triglicéridos no interfieren con el test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM hasta las concentraciones de 5 g/L, 0,3 g/L
y 30 g/L respectivamente.

Efecto de los ciclos de congelado-descongelado

Las muestras de suero anti-Borrelia 1gM negativo, positivo
débil y positivo fuerte que han pasado 3 ciclos de congelado-
descongelado no demostraron ningln efecto en los resultados
del test.
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Il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM & un test rapido
qualitativo di screening per la rilevazione degli 1gG ed I1gM
umani dei ceppi Europei di Borrelia in campioni di siero e
plasma umani. Il test e concepito come supporto nella
diagnosi della malattia di Lyme conosciuta anche come
borreliosi di Lyme ed & concepito solo per uso professionale.
In caso di risultato positivo, il test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM non permette l'individuazione dello stadio della
malattia.

2. Introduzione e Significato Clinico

La malattia di Lyme (1) oppure borreliosi di Lyme & causata
dallo spirocete Borrelia burgdorferi sensu lato, trasmessa dalle
zecche. Le zecche contagiose, infettate dal Borrelia burgdorferi
sensu lato, sono presenti principalmente nel Nord America
(Ixodes scapularis o Ixodes pacificus) e nelle aree temperate
dell'Europa dell'Ovest (Ixodes ricinus) Le specie di zecca
europee vettori del ceppo Europeo di Borrelia, sono
B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii (2) cosi come
B. spielmanii e B bavariensis, conosciute anche per essere
patogene. Anche i ceppi B.valaisiana e B. lusitaniae sono
considerati ceppi potenzialmente patogeni. Grazie all'elevata
somiglianza tra i ceppi Borrelia, gli 1gG ed I1gM diretti contro
diverse specie di Borrelia producono una reazione incrociata
con il cocktail di antigeni del test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM, almeno nel caso dei ceppi europei.

Tra il 30% e 1'80% dei casi, uno sfogo cutaneo (erythema
chronicum migrans) & il primo segno clinico dell'infezione,
esso compare dopo i 3 e 10 giorni in corrispondenza della
puntura della zecca. Entro 1 e 3 mesi dopo, compaiono i primi
segni neurologici quali mal di testa o disordini piu seri quali
mielite (3) anche in assenza di rythema chronicum migrans. |
pazienti potrebbero anche sviluppare, dopo molto tempo,
complicazioni piu gravi quali ad esempio attacchi intermittenti
di artrite articolare, miocarditi o acrodermatiti.

Il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM utilizza una
combinazione unica di coniugati immunoglobuline-dye anti
umane, B. burgdorferi e B. garinii nativi altamente purificati
cosi come antigeni ricombinanti B. burgdorferi.

Il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM & costituito da un
astuccio di plastica contenente due test a striscia interni per
I'individuazione di IgG o IgM. Una volta raccolto il campione di
plasma oppure siero, vengono aggiunte poche gocce di
campione in ogni pozzetto di raccolta del campione (=) del
test a cassetta.

Quando il campione migra lungo la membrana della striscia
(individuazione IgM), i coniugati di immunoglobuline-dye anti
umane si legano agli IgM umani formando complessi
anticorpo-antigene. Allo stesso modo, il campione migra lungo
la membrana della striscia (rilevazione 1gG) dove i coniugati di
immunoglobuline-dye anti umane si legano agli 1gG umani
formando complessi anticorpo-antigene. In caso di risultati
positivi, questi complessi si legano agli antigeni specifici
nella/e regione/i della linea del test nel test a cassetta
producendo (a) una linea/e di colore rosa. In assenza di
anticorpi anti-Borrelia, non compare alcuna linea nella/e
regione/i della/e linea/e del test sul test a cassetta. La mistura
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di reazione continua a migrare lungo le membrane del test a
cassetta. | coniugati non legati si legano ai reagenti in ciascuna
regione della linea di controllo, producendo una linea rosa che
dimostra che e stato aggiunto il giusto volume di campione e
che la migrazione lungo la membrana & avvenuta
correttamente.

e 10 test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, test a cassetta
(pipette monouso di plastica incluse)

e 1soluzione contenente detergente e <0.1% NaN3 (6 ml)

e 1istruzioni per I'uso

5. Altri materiali richiesti

e Timer

6. Conservazione e Stabilita

Tutti i componenti del kit di test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM dovrebbero essere conservati tra +4°C e +30°C. | test
vanno conservati nella loro confezione fino all'utilizzo. Non
congelare i kit di test. Il test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM
e stabile fino alla data di scadenza riportata sulla confezione.

7. Avvertenze e Precauzioni

Esclusivamente per uso diagnostico professionale in-vitro.
Leggere attentamente la procedura del test prima di
eseguirlo.

Non utilizzare il test oltre la data di scadenza riportata sulla
confezione.

Non utilizzare il test se la confezione dovesse risultare
danneggiata.

Non riutilizzare i test.

Non utilizzare il test oltre la data di scadenza riportata sulla
confezione.

Al fine di evitare la contaminazione non toccare l'area di
risultato (result area).

Evitare il rischio di contaminazione incrociata utilizzando
sempre un nuovo tubo di raccolta per ogni campione
ottenuto.

Non sostituire o mescolare i componenti provenienti da kit
differenti.

Non mangiare, bere o fumare nei luoghi in cui vengono
trattati i campioni ed i test.

Indossare abiti protettivi quali camici da laboratorio, guanti
monouso ed occhiali protettivi quando vengono trattati i
campioni.

Considerare tutti i campioni come potenzialmente infettivi.
Osservare le  normali  precauzioni contro rischi
microbiologici e seguire le procedure standard per il
corretto smaltimento dei campioni.

Il kit fornito contiene prodotti di origine animale. La
conoscenza certificata della provenienza e/o condizione
sanitaria degli animali non esclude del tutto I'assenza di
agenti patogeni trasmissibili. Si raccomanda, pertanto, che
questi prodotti vengano trattati come potenzialmente
infettivi ed utilizzati nel rispetto delle normali pratiche di
sicurezza (ad esempio, non ingerire o inalare).

Il diluente contiene azoturo di sodio che potrebbe reagire
con piombo oppure impianti idraulici e portare alla
formazione di acidi metallici potenzialmente esplosivi.
Quando si getta questa soluzione, scaricare sempre con

nal von minden GmbH e Carl-Zeiss-Strasse 12 ¢ 47445 Moers ® Germany ¢ info@nal-vonminden.com ¢ www.nal-vonminden.com 21



ITALIANO

abbondante acqua per prevenire la formazione di azoturo.
Evitare il contatto con gli occhi oppure le membrane
mucose. In caso di contatto, lavare meticolosamente le
mani.

Umiditd o temperature elevate possono influenzare in
maniera negativa i risultati del test.

| materiali utilizzati nello svolgimento del test vanno smaltiti
nel rispetto delle regolamentazioni locali.

8. Preparazione e Raccolta del Campione

Siero oppure plasma (litio oppure ammonio eparinizzato,
EDTA)

| campioni dovrebbero essere raccolti in condizioni standard di
laboratorio (ad es. asetticita e in modo da evitare emolisi).

Nel caso in cui il test venga eseguito nelle 48 ore dalla raccolta
del campione, i campioni andrebbero conservati in frigorifero
a 2-8°C. | campioni vanno invece congelati se il test verra
eseguito dopo piu di 48 ore dalla raccolta del campione. Prima
di eseguire il test scongelare completamente il campione,
mescolare energicamente e portare a temperatura ambiente
prima di eseguire il test. Evitare il congelamento e
scongelamento ripetuto dei campioni.

In caso di torbidezza, alta viscosita o in presenza di particolati
nei campioni di siero, questi dovrebbero essere diluiti con un
volume equivalente (V/V) di soluzione di diluizione (non forniti
ma disponibili dietro richiesta) prima di eseguire il test.

9. Procedura del Test

Portare il test a cassetta, la soluzione, il campione e/o i
controlli a temperatura ambiente (15-30°C) prima di eseguire
il test.
1. Rimuovere il test a cassetta dalla sua

confezione. Etichettare il test con il

nome del paziente o il numero del 1

controllo.
2. Riempire una pipetta con il campione di

siero oppure plasma. Mantenendo la

pipetta verticalmente, versare 1 goccia

(25 pL) di campione in ogni pozzetto di

raccolta del campione ().
3. Aggiungere esattamente 6 gocce

(200 pL) di soluzione in ogni pozzetto di

raccolta del campione (=).
4. Leggere il risultato del test entro 10-15

minuti. Non interpretare i risultati dopo

pit di 15 minuti.
Positivo IgG:
Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione - -
della linea di controllo (C) ed una
linea colorata si sviluppa nella
regione della linea del test (T) per
I'lgG.
Positivo IgM: D\
Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione ( (
della linea di controllo (C) ed una
linea colorata si sviluppa nella —
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regione della linea del test (T) per
I'lgM.

Positivo per 1gG ed IgM:

Oltre alla linea di controllo ‘C’,
compare una linea colorata in ogni
regione della linea del test ‘T’ per _‘ _‘
18G ed IgM.

Negativo:

Si sviluppa una linea colorata nella
regione della linea di controllo (C). — .
Non compare nessuna linea
colorata nelle regioni delle linee ‘

del test ‘T’ per ’1gG’" e 'IgM.

Non valido:

Le linee di controllo "C" non

compaiono. | risultati di qualsiasi

test che non abbia prodotto ¢ — —
alcuna linea di controllo entro i
tempi di lettura indicati, non

JA/R
vanno presi in considerazione. A \ ‘ )
Un volume insufficiente di campione, procedure operative
scorrette o test scaduti sono tra le principali cause che
potrebbero impedire la comparsa della linea di controllo. In tal
caso si consiglia di rivedere la procedura e ripetere il test
utilizzando un nuovo test a cassetta. Se il problema persiste, si
consiglia di interrompere immediatamente ['utilizzo dello

stesso lotto di test e contattare il proprio distributore.

11. Controllo Qualita

Controllo interno:

La linea colorata che compare in corrispondenza della regione
della linea di controllo (C) & da considerarsi un controllo
procedurale interno. Cido conferma che é stato aggiunto il
giusto volume di campione, che la migrazione lungo la
membrana & avvenuta correttamente e che sono state
applicate le corrette tecniche procedurali.

Controllo esterno:

E consigliabile utilizzare un controllo positivo e negativo
esterno per assicurare la giusta performance del test.

12. Limiti del Test

e || risultato ottenuto con il test NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM non va utilizzato come unico criterio per la diagnosi
della borreliosi di Lyme.

e la risposta immunitaria puo arrivare tardi nei pazienti
infetti. Durante il primo stadio (I) della malattia (6),
caratterizzato dalla comparsa dell'erythema migrans, gli
IgM potrebbero essere individuati solo 2 o 6 settimane
dopo la puntura della zecca e addirittura solo nel 40-60%
dei casi. Durante il secondo stadio (ll) che corrisponde allo
sviluppo della neuroborreliosi acuta, gli IgM ed IgG vengono
individuati nel 70-90% dei casi. Pertanto, se la prima volta si
ottiene un risultato negativo, si raccomanda di eseguire un
altro test 4-6 settimane dopo per controllare il livello degli
anticorpi. Durante il terzo stadio (lll), che é caratterizzato da
acrodermatite cronica atrofica ed artrite di Lyme, gli IgM ed
18G sono generalmente individuabili.

e Alcuni fattori quali uno stadio della malattia molto
prematuro oppure un precedente trattamento del paziente
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con antibiotici potrebbero portare a falsi risultati negativi.
Questo e dovuto alla bassa concentrazione di IgM anti-
Borrelia che il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM non &
in grado di individuare.

In alcuni casi, un risultato positivo del test potrebbe
verificarsi a causa della resistenza di IgG o IgM per piu di 10
anni dopo il trattamento (7). A causa della presenza
osservata di reazioni incrociate (vedere tabella 2 per IgG e
tabella 8 per IgM, paragrafo "Reazioni incrociate e
specificita analitica"), con anticorpi anti-CMV per IgM, &
importante essere cauti nell'interpretazione finale del
risultato del test ottenuto con il NADAL® Lyme Borreliosis
18G/IgM.

I livelli di anticorpo possono variare in base al paziente. La
prevalenza di anticorpi generalmente & vicino al 3-5%
mentre nei soggetti esposti (forestali, escursionisti) gli
anticorpi possono essere rilevati nel 25-30% dei casi (5).
Come per qualsiasi procedura diagnostica, i dati ottenuti
con il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM andrebbero
interpretati in congiunzione con altre informazioni cliniche
in quanto i pazienti affetti da borreliosi potrebbero
mostrare sintomi simili a quelli della sifilide (4).

Il test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM dovrebbe essere
utilizzato in congiunzione con tutti i criteri quali ad esempio
lo storico della situazione epidemiologica della regione, i
sintomi del paziente ed i limiti del test.

13. Caratteristiche Tecniche

IgG Lyme

Sensibilita e Specificita diagnostica:

141 campioni di siero provenienti da differenti panel di origine
Europea precedentemente analizzati con il metodo EIA
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin and Enzygnost
Dade-Behring) sono stati analizzati utilizzando il test NADAL®
Lyme Borreliosis IgG/IgM.

| risultati sono riassunti nella seguente tabella:

Metodo di riferimen

Tabella 1

to (EIA)
e
72

61

14 55 69

Test NADAL®
1gG/IgM (1gG)

75 66 141

Le prestazioni sono calcolate in base ai dati presentati nella
tabella seguente:

Sensibilita: 61/75 x 100 = 81%

Specificita: 55/66 x 100 = 83%

Andamento complessivo: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%
Specificita analitica

| campioni di siero contenenti livelli alti di anticorpi anti-
Treponema pallidum, Fattori Reumatoidi, anti-EBV, anti-CMV
oppure anticorpi antinucleari sono stati analizzati utilizzando il
test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM per valutare possibili
interferenze. | risultati sono riassunti nella seguente tabella:
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Tabella 2

Risultati positivi ottenuti con
il test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgG)
“

3 Py— 3 1

ool ey T Numero totale
Campioni positivi . o
di campioni

30

anticorpi antinucleari

Numero totale di
o 3 164
campioni

| risultati mostrano che potrebbero verificarsi reazioni
incrociate con il test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM se i
campioni contengono livelli elevati di fattori reumatoidi
oppure anticorpi antinucleari. In ogni caso, la specificita
analitica generale ottenuta quando si analizzano questi
campioni potenzialmente interferenti, rimane al 98,2%
(161/164).

Interferenze

| campioni di siero analizzati con il metodo ELISA (Virotech)
sono stati adulterati con emoglobina umana (2,5g/L),
bilirubina (0,3 g/L) oppure trigliceridi (10 g/L). Utilizzando il
test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM questi campioni sono
stati analizzati anche senza essere adulterati.

| risultati sono riassunti rispettivamente nelle seguenti tabelle:
Tabella 3

Test NAD. Lyme Borreliosis
1gG/IgM (IgG)
Campioni titolati con il metodo
ELISA Referenza Adulterati
| Titolo in L] con 2,5 g/Ldi
Numero di . )
.. UA/mL emoglobina emoglobina
campioni
(Cut-off)
98 (negativo) 58(>9)
62 (basso
- 20,4 (>9) + +
positivo)
91 (alto positivo) 47,5(>9) + +

Tabella 4

Campioni titolati con il metodo
ELISA

Titolo in senza

Adulterati
Referenza

con0,3g/L
Numero di di

UA/mL bilirubina

(Cut-off)
5,8(>9)
20,4(>9) + +

47,5(>9) + +

campioni bilirubina

98 (negativo)

62 (basso positivo)

91 (alto positivo)
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Tabella 5

tolati con il metodo

Referenza Adulterati
. Titolo in senza con 10 g/L di
Numero di T v T T
L. UA/mL trigliceridi trigliceridi
campioni
(Cut-Off )
98 (negativo) 58(>9)
62 (basso
- 20,4(>9) + +
positivo)
91 (alto positivo) 47,5(>9) + +

Questi risultati mostrano che emoglobina, bilirubina e
trigliceridi non interferiscono con il test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM alle concentrazioni di 2,5g/L, 0,3g/L e
10 g/L rispettivamente.

Lyme IgM

Sensibilita e Specificita diagnostica:

251 campioni di siero provenienti da differenti panel di origine
Europea precedentemente analizzati con il metodo EIA
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin and Enzygnost
Dade-Behring) sono stati analizzati utilizzando il test NADAL®
Lyme Borreliosis IgG/IgM.

| risultati sono riassunti nella seguente tabella:
Tabella 6

Test NADAL®

Lyme Borreliosis
1gG/IgM (1gM)

Le prestazioni sono calcolate in base ai dati presentati nella
tabella seguente:

Sensibilita: 139+153)/(75+66) x 100 = 82%
Specificita: 82+98)/(84+66) x 100 = 82%
Andamento complessivo: (139+82)/(98+100) x 153 = 88%

Sensibilita diagnostica nei 3 stadi clinici della malattia di
Lyme

E stato condotto uno studio in un laboratorio Europeo di
riferimenti per la Borreliosi utilizzando campioni di siero
corrispondenti ai differenti stadi clinici della malattia di Lyme:
stadio | caratterizzato da erythema chronicum migrans (EM);
stadio Il corrispondente allo sviluppo di neuroborreliosi acuta
(NB) e stadio Il caratterizzato da acrodermatite atrofica
cronica (ACA) e dall'artrite di lyme (LA) .

| risultati sono riassunti nella seguente tabella:

Tabella 7

Numero di campioni po: i

Test NADAL®

. ELISA Sensi-
Numero di Lyme e
campioni Borreliosis D o LA
(cut-off: in%
1gG/1gM
>1,10)
(IgM)
EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6
43

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM (Ref. 870001) nal
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Tra i campioni analizzati, 4 allo stadio |, 5 allo stadio Il e 7 allo
stadio Ill hanno mostrato un risultato IgM molto basso
positivo (titolo al di sotto di 1,5 x valore di cut-off).

Reazioni incrociate e specificita analitica

| campioni di siero contenenti livelli alti di anticorpi anti-
Treponema pallidum, fattori reumatoidi, anti-EBV, anti-CMV
oppure anticorpi antinucleari sono stati analizzati utilizzando il
test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM per valutare possibili
interferenze. | risultati sono riassunti nella seguente tabella:

Tabella 8

i ottenuti con
Numero totale

di campioni

Risultati positi
il test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgM)

Campioni positivi

Fattori Reumatoidi

anticorpi anti-EBV

anticorpi anti-CMV

anticorpi antinucleari

Numero totale d
campioni

| risultati mostrano che possono verificarsi episodi di reattivita
incrociata con il test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM se i
campioni contengono livelli elevati di fattori reumatoidi,
anticorpi  anti-Treponema  pallidum  oppure anticorpi
antinucleari. In ogni caso, la specificita analitica generale
ottenuta quando si analizzano questi campioni potenzial-
mente interferenti, rimane all'86,7% (150/173).

Interferenze

| campioni di siero analizzati utilizzando differenti metodi
ELISA (Diasorin, Euroimmun) sono stati adulterati con
emoglobina umana (5g/L), bilirubina (0,3 g/L) oppure
trigliceridi (30 g/L). Utilizzando il test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM questi campioni sono stati analizzati anche senza
essere adulterati.

| risultati sono riassunti rispettivamente nelle seguenti tabelle:
Tabella 9

olati con il metodo

Referenza Adulterato
. Titolo in senza con 5g/Ldi
Numero di 5 :
.. UA/mL emoglobina emoglobina
campioni
(Cut-Off )
19 (negativo) 6,9 (>22)
43 (basso
" 1,6 (>0,8) + +
positivo)
39 (alto positivo) 5,6(>0,8) + +
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Tabella 10

Campioni titolati con il metodo

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM (Ref. 870001)

Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (1gM)

Adulterato
ELISA Referenza
= = con 0,3 g/L
. Titolo in senza )
Numero di . di
.. UA/mL bilirubina o
campioni bilirubina
(Cut-off)
19 (negativo) 6,9 (>22)
43 (basso positivo) 1,6 (>0,8) + +
39 (alto positivo) 5,6 (>0,8) + +

Tabella 11
Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgM)

Adulterato
con30g/L
di
trigliceridi

Campioni titolati con il metodo

ELISA Referenza
Titolo in senza

Numero di campioni UA/mL trigliceridi
(Cut-Off )

19 (negativo) 6,9 (>22)

43 (basso positivo) 1,6 (>0,8) + +

39 (alto positivo) 5,6 (>0,8) + +

Questi risultati mostrano che emoglobina, bilirubina e
trigliceridi non interferiscono con il test NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM alle concentrazioni di 5g/L, 0,3g/L e
30 g/L rispettivamente.

Effetto dei cicli di congelamento e scong o
Campioni di siero IgM anti-Borrelia negativi, bassi positivi e
fortemente positivi che abbiano subito 3 cicli di congelamento

e scongelamento non mostrano alcun effetto sul risultato del

test.
14. Bibliografia
1. Marques, A.R., Hornung, R.L., Dally, L. and Philipp, M.T. 2005. Detection of Immune

Complexes is not independent of detection of antibodies in Lyme disease patients
and does not confirm active infection with Borrelia burgdorferi. Clinical and

Di ics Laboratory | 12/9: 1036-1040.

2. Lyme Disease and Related Tick-Borne infections. 2001. Southwestern Vermont
Health Care.

3. Nadelman, R.B. and Wormser, G.P. 1998. Lyme borreliosis. Lancet 352 : 557-565.

4. Duray, P.H. 1989. Clinical pathologic correlations of Lyme disease. Reviews of
Infectious Diseases. 11/6 : 51487-51493.

5. Bertholom, C. 2007. Place et intérét des méthodes du diagnostic biologique au
cours de la borréliose de Lyme. Option Bio. 387 : 20-21.

6. La borréliose de Lyme. Rapport du groupe de travail. HCSP. 28 Mars 2014.

7. Kalish, R.A., Granquist, G., Shea, J., Ruthazer, B. et al. 2001. Persistence of

immunoglobulin M or immunoglobulin G antibody responses to Borrelia
burgdorferi 10-20 years after active Lyme disease. Clin Infect Dis 2001- 33 : 780-5.

Rev. 0,2017-12-15 BN

nal
von minden

nal von minden GmbH e Carl-Zeiss-Strasse 12 * 47445 Moers ® Germany ® info@nal-vonminden.com ¢ www.nal-vonminden.com

25



POLSKI

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM jest szybkim,
jakosciowym testem przesiewowym do wykrywania ludzkich
18G i IgM przeciwko europejskim szczepom Borrelia w ludzkiej
surowicy i osoczu. Badanie ma na celu pomdc w rozpoznaniu
choroby z Lyme (znanej réwniez jako borelioza z Lyme)
i przeznaczone jest wytacznie do profesjonalnego uzytku. Test
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM nie pozwala jednak na
okreslenie stadium choroby przy wyniku pozytywnym.

2. Wprowadzenie i znaczenie diagnostyczne

Borelioza Lyme (1) lub choroba Lyme wywotywana jest przez
kretki Borrelia burgdorferi sensu lato, ktére przenoszone s3
przez kleszcze. Kleszcze, ktére zainfekowane sa Borrelia
burgdorferi sensu lato, gtéwnie spotykane sg w Podtnocnej
Ameryce (Ixodes scapularis lub Ixodes pacificus) oraz
obszarach umiarkowanych Europy Zachodniej (Ixodes ricinus).
Europejskie gatunki kleszczy sg nosicielami europejskich
szczepow Borrelia, takich jak: Borrelia burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii, B. garinii (2), B. spielmanii i B bavariensis,
ktére sg roéwniez znane jako patogeny. B. valaisiana
i B. lusitaniae s réwniez uwazane za potencjalnie patogenne.
Ze wzgledu na wysokie podobienstwo szczepdw Borrelia IgG
i IgM, ktére sg skierowane przeciwko réznym gatunkom
Borrelia, reagujg one krzyzowo z testem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/1gM, w kazdym razie w szczepach europejskich.

W 30% do 80% przypadkéw rumien (Erythema chronicum
migrans) jest pierwszym klinicznym znakiem infekcji i pojawia
sie po 3 do 10 dniach w miejscu ugryzienia. Od 1 do 3 miesigcy
pdzniej pojawiajg sie pierwsze neurologiczne objawy, jak np.
bdle gtowy Ilub silne zaburzenia jak zapalenie rdzenia
kregowego nawet przy niewystepowaniu Erythema chronicum
migrans. U pacjentdw mogg rozwina¢ sie ciezkie komplikacje,
jak np. sporadyczne napady zapalenia stawéw nawet duzo
pdzniej, wiele lat po infekcji pierwotnej - zapalenie miesnia
sercowego lub Zespotu Brandta.

3. Zasada dziatania testu

Unikalna kombinacja anty-ludzkiej immunoglobuliny koniuga-
tow barwnika i wysoce oczyszczonej macierzystej
B. burgdorferi i B. garinii, jak réwniez zrekombinowanych
antygenow B. burgdorferi na fazie statej stosowana jest
w te$cie NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, w celu wykrywania
swoistych przeciwciat przeciw Borrelia.

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM sktada sie z plastikowej
obudowy zawierajacej dwa wewnetrzne paski testowe do
wykrywania 1gG lub 1gM. Po pobraniu prébki osocza lub
surowicy, nalezy doda¢ kilka kropli prébki do kazdego
zagtebienia prébki (=) na kasecie testowej. W momencie, gdy
probka do oznaczania IgM wedruje wzdtuz membrany, anty-
ludzka immunoglobulina koniugatéw barwnika wigze sie
z ludzkimi IgM, przy czym powstaja kompleksy przeciwciato-
antygen. W ten sam sposob probka wedruje dla oznaczania
1gG wzdtuz membrany, gdzie anty-ludzka immunoglobulina
koniugatéw barwnika wigze sige z ludzkimi IgG, przy czym
powstajg kompleksy przeciwciato-antygen. W przypadkow
wynikéw  pozytywnych kompleksy te wigzg sie ze
specyficznymi antygenami w obszarze linii testowej na kasecie
testowej i wywotujg rézowa linie. Przy braku przeciwciat
przeciw Borelli nie pojawiajg sie linie w obszarze linii testowej
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na kasecie testowej. Mieszanina reakcyjna wedruje dalej
wzdtuz membrany. Niezwigzane koniugaty wigzg sie
z odczynnikami w kazdym obszarze linii kontrolnej, przy czym
kazdorazowo powstaje rézowa linia, ktora wskazuje, ze
dodana zostata wystarczajaca ilo$¢ prébki i ze membrana jest
wystarczajgco nasaczona.

4. Materialy zawarte w zestawie

e 10 testow kasetowych NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
(wraz z pipetami z tworzywa sztucznego)

e 1 bufor “Buffer” (6 ml), zawierajacy detergent oraz <0,1%
NaNs,

e 1instrukcja obstugi

5. Dodatkowo potrzebne materiaty

e Stoper

6. Data waznosci i przechowywanie odczynnikéw

Wszystkie elementy sktadowe zestawu testowego NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM powinny by¢ przechowywane
w temperaturze pomiedzy +4°C a +30°C. Kaseta testowa musi
zosta¢ w zamknietym opakowaniu foliowym az do momentu
jej uzycia. Nie zamrazad zestawdw testowych. Test NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM jest stabilny do daty waznosci
podanej na opakowaniu.

7. Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Tylko do profesjonalnej diagnostyki in-vitro.

Przed przeprowadzeniem testu nalezy doktadnie przeczytaé

catq instrukcje obstugi.

Nie uzywac testu po uptywie daty uzytecznosci podanej na

opakowaniu.

Nie uzywac

uszkodzone.

Nie uzywac ponownie tych samych testow.

Nie pipetowac prébek na pole reakcyjne (pole wyniku).

Aby unikng¢ zanieczyszczenia, nie nalezy dotyka¢ pola

reakcyjnego (pola wyniku).

e W celu unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego nalezy
uzywac kazdorazowo nowej probéwki dla kazdej prébki.

e Nie wymienia¢ lub miesza¢ elementéw sktadowych

z réznych zestawow testowych.

Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ w obszarze pracy z probkami

lub zestawem testowym.

Podczas kontaktu z prébkami, stosowac odziez ochronng,

takg jak fartuch, jednorazowe rekawiczki oraz okulary

ochronne.

Traktowacé wszystkie probki tak, jakby zawieraty zakaine

odczynniki. Nalezy zwrdci¢ uwage na zaistniate Srodki

ostroznosci dla  mikrobiologicznego ryzyka, podczas

wszystkich proceséw jak réwniez standardowych dyrektyw

dla odpowiedniej utylizacji prébek.

Test ten zawiera produkty pochodzenia zwierzecego.

Certyfikowana wiedza o pochodzeniu i/lub o stanie

sanitarnym zwierzat nie gwarantuje braku przenoszonych

patogendw. Dlatego zaleca sig, aby te produkty byty

traktowane, jako potencjalnie zakazne. Postugujac sie nimi,

nalezy przestrzegaé¢ standardowych $rodkow ostroznosci

(np. unika¢ potkniecia lub wdychania).

Roztwér buforowy zawiera azydek sodu, ktéry w potgczeniu

z otowiem lub miedzianymi rurami kanalizacyjnymi moze

testu, jezeli opakowanie foliowe jest
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spowodowad powstanie potencjalnie wybuchowych azyd-
kow metali. Utylizujac roztwér buforowy, przeptukaé go
duza ilosciag wody, aby zapobiec nadmiernemu gromadzeniu
sie azydku. Unika¢ kontaktu z oczami i btonami sluzowymi.
Podczas przypadkowego kontaktu, doktadnie przemy¢ duza
ilosciag wody.

Wilgo¢ oraz wysokie temperatury moga mie¢ wptyw na
wyniki testu.

Zuzyte materialy testowe powinny by¢ zutylizowane
zgodnie z lokalnymi zaleceniami.

8. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie prébek

Surowica lub osocze (heparyna litowa lub amonowa, EDTA)
Prébki powinny by¢ pobierane w warunkach laboratoryjnych
(aseptycznie i unikajac hemolizy).

Probki powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C,
jezeli test ma by¢ przeprowadzony w ciggu 48 godzin po
pobraniu prébki.

Jesli test przeprowadzony jest po uptywie wiecej niz 48 godzin
po pobraniu prébki, prébki powinny zosta¢ zamrozone.
Zamrozone probki muszg zosta¢ catkowicie rozmrozone,
doktadnie wymieszane oraz doprowadzone do temperatury
pokojowej. Unika¢ ponownych cyklébw zamrazania oraz
rozmrazania.

W przypadku zmetnienia, wysokiej lepkosci lub obecnosci
czasteczek w prdébkach surowicy, przed badaniem nalezy
rozcienczy¢é probke taka samag objetoscig (V/V) bufora
rozcierczajacego (nie zawarty w zestawie, ale dostepny na
zapytanie).

9. Przeprowadzanie testu

Doprowadzi¢ kasete testowa, bufor, prébke oraz/albo
kontrole przed przeprowadzeniem testu do temperatury
pokojowej (15-30°C).

1. Wyciggna¢ kasete testowg z zamknietego opakowania
foliowego i uzy¢ jg mozliwie jak najszybciej. Oznaczyé
kasete testowg nazwiskiem pacjenta i numerem
kontrolnym.

2. Napetni¢ jednorazowa pipe-
te prébka surowicy lub
osocza. Trzyma¢ pipete -
pionowo i doda¢ 1 krople
(25 uL) prébki do kazdego
zagtebienia na prébke (=).

3. Doda¢ doktadnie 6 kropli
(200 pL) buforu do kazdego
zagtebienia na prébke (=).

4. Wynik nalezy interpretowac
po uptywie 10 do 15 minut.
Po uptywie wiecej jak 15
minut nie interpretowac
wynikéw.

Pozytywny dla IgG: /
Kolorowa linia pojawi sie w obszarze
linii kontrolnej ,C“ i kolorowa linia
pojawi sie w obszarze linii testowej
T dla IgG. e ‘ ‘
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Pozytywny dla IgM:

Kolorowa linia pojawi  sie

w obszarze linii kontrolnej ,C“ \

i kolorowa linia pojawi sie — —

w obszarze linii testowej ,T“ dla —
IgM. — —

Pozytywny dla IgG i IgM:

Dodatkowo do linii kontrolnych (C)
pojawia sie kazdorazowo koloro-
wa linia w obszarze linii testowych
(T) dla IgG i IgM. )

Negatywny:

Pojawi sie jedynie tylko jedna
kolorowa linia w kazdym obszarze
linii kontrolnej ,,C". Nie pojawig sie o C
kolorowe linie w obszarze linii

testowej ,T“ dla IgG i IgM.

Niewazny:

Linie kontrolne (C) nie pojawiajg
sie. Wyniki testéw, ktére po — —

ustalonym czasie odczytu nie | | ‘
wytworzyty linii kontrolnej, muszg ‘ J —
zostac odrzucone. - ) )
Niewystarczajaca objetos¢ prébki, przeterminowane testy lub
niewfasciwy sposéb uzytkowania testu, sg najprawdopo-
dobniejszymi przyczynami niepojawienia sie linii kontrolnej.
Nalezy sprawdzi¢ przebieg procesu i powtérzy¢ badanie przy
pomocy nowej kasety testowej. Jezeli problem bedzie
wystepowat nadal, nie uzywac juz tego zestawu testowego
i skontaktowac sie z dystrybutorem.

11. Kontrola jakosci

Wewnetrzna kontrola:

pojawiajaca sie w obszarze linii kontrolnej (C) kolorowa linia,
traktowana jest jako kontrola procesowa. Potwierdza ona
dodanie wystarczajgcej ilosci prdobki, prawidtowe przepro-
wadzenie testu oraz wystarczajace nasgczenie membrany.

Zewnetrzna kontrola:
Zaleca sie zastosowanie zewnetrznych kontroli pozytywnych
i negatywnych do oznaczania wiasciwej wydajnosci testow.

12. Ograniczenia testu

e Wynik uzyskany w tescie NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
nie powinien by¢ stosowany jako wyfgczne kryterium
rozpoznania choroby z Lyme.

e Reakcja immunologiczna moze by¢ opdzniona u zakazonych
pacjentow. Podczas poczatkowej fazy (1) choroby (6), ktéra
charakteryzuje sie rozwojem rumienia wedrujacego, IgM
mozna wykry¢ dopiero 2 do 6 tygodni po ukaszeniu kleszcza
i tylko w 40 do 60% przypadkéw. Podczas drugiego etapu
(), ktéry odpowiada rozwojowi ostrej neuroboreliozy, 1gM
i 18G sg wykrywane w 70 do 90% przypadkéw. Dlatego, jesli
wynik negatywny zostat uzyskany po raz pierwszy, zaleca sie
wykonanie kolejnego testu 4 do 6 tygodni pdzniej w celu
sprawdzenia poziomu przeciwciat. Podczas trzeciego etapu
choroby (lll), ktéra charakteryzuje sie przewlektym
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zanikowym zapaleniem skory i borelioza, przeciwciata IgM przeciwciata przeciwjagdrowe, testowano testem NADAL®
i 1gG sg zwykle wykrywalne. Lyme Borreliosis 1gG/IgM w celu oceny potencjalnych

o Niektore czynniki, takie jak np. bardzo wczesne etapy zaktocen. Wyniki przedstawione zostaty w ponizszej tabeli:
infekcji lub wczedniejsze leczenie pacjenta antybiotykami, Tabela 2

moga spowodowaé wyniki fatszywie ujemne z powodu
niskiego stezenia anty-borrelia 1gM, ktérych nie mozna
wykry¢ za pomoca testu NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.
W niektérych przypadkach wynik dodatni z powodu
trwatosci IgG lub IgM mozna uzyskaé przez ponad 10 lat po

Wyniki pozytywne osiagnigte

Pozytywne prébki przy pomocy testu NADAL®
Lyme Borreliosis IgG/lgM

44

leczeniu (7). Ze wzgledu na obserwowane reakcje krzyzowe EzynniKiENmatoicalng 2 30
(patrz tabela 2 dla IgG i tabela 8 dla IgM w rozdziale Przeciwciata przeciw EBV o 30
"Reakcje krzyzowe i specyficzno$¢ analityczna"), takie jak Przeciwciata przeciw 0 30
np. przy przeciwciatach przeciwko CMV przeciwko IgM, cMv

wazne jest, aby doktadnie zinterpretowac koricowg ocene Przeciwciata 1 30
wyniku testu uzyskanego przy pomocy testu NADAL® Lyme antynuklearne

Borreliosis 1gG/IgM. Catkowita ilo$é prébek 3 164

Stezenia przeciwciat mogg by¢ zmienne i zalezne od
pacjentow. Czestos¢ wystepowania przeciwciat w populacji
catkowitej jest bliska od 3% do 5%, podczas gdy przeciwciata
wystepujg u osdb, ktdre bardziej narazone s na borelie
(lesnicy, piechurzy), mogg zosta¢ wykryte w 25% do 30%

Wyniki wskazujg, ze reakcje krzyzowe z testem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM mogg wystgpi¢, jesli probki zawierajg
wysokie poziomy czynnika reumatoidalnego lub przeciwciat
przeciwjadrowych. Jednak ogdlna analityczna specyficzno$é
uzyskana podczas testowania tych potencjalnie zaktécajgcych

przypadkdw (5). ’ X N
e Podobnie jak w przypadku wszystkich procedur probek nadfxl wynosi 98,2% (161/164).
diagnostycznych, lekarz powinien poréwna¢ dane uzyskane Int’erfferenqe‘ )
przy pomocy testu NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Prébki surowicy testowane metodg ELISA (Virotech) zostaty
z innymi klinicznymi informacjami, poniewaz pacjenci wzbogacone o ludzky hemoglobi’ne (2,5’ g/L), bilirubing
cierpigcy na borelioze maja objawy podobne do objawéw (0,3 g/L) lub triglicerydy (10 g/L). Probki te rowniez testowano
kity (4). rébwnolegle bez dodawania substancji za pomocag testu
e Test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM powinien by¢ NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM.
stosowany z uwzglednieniem wszystkich kryteriow, takich Wyniki przedstawiono w ponizszych tabelach:
jak historyczna sytuacja epidemiologiczna w regionie, Tabela 3
objawy pacjenta i ograniczenia testu. Test NA Lyme Borreliosis

13. Charakterystyka testu 18G/IgM (1gG)

Miareczkowane pr

18G Lyme ELISA LEE T Z dodang
Czutos¢ i swoistos¢ diagnostyczna: Miano bez hemoglobing
141 prébek surowicy z réznych paneli pochodzenia lloéé probek w UA/mL hemoglobiny 2,5g/L
europejskiego, wstepnie przetestowanych metodg EIA (Cut-Off)
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin i Enzygnost Dade- 98 (negatywny) 58(>9)
Behring), zbadano za pomocg NADAL® Lyme Borreliosis 62 (stabo
1gG/IgM. pozytywny) 20,4(>9) + +
Wyniki dstawi tat izszej tabeli:

yniki przedstawione zostaty w ponizszej tabeli 91 (mocno 47,5(9) . .
Tabela 1 pozytywny)

Metoda referencyjna (EIA]
Tabela 4

)

o seme
72
14 55 69 Miareczkow:

Borreliosis
Test IgG/IgM

- Referencje zdodang
Miano w

75 66 141 lozé probek UA/mL bez 0,3g/L
l0SC probel m
b bilirubiny | bilirubing
(Cut-Off)

Wydajno$¢ oblicza sie na podstawie danych pokazanych

w powyzszej tabeli w nastepujacy sposob: 98 (negatywny) 58(>9)

Czutodé: 61/75 x 100 = 81% 62 (stabo pozytywny) 20,4 (>9) + +

Swoistos¢: 55/66 x 100 = 83% 91 (mocno 47,5(>9) + +
pozytywny)

0Ogdlna zgodnos¢: (61+55)/(75+66)x100 = 82%
Reakcje krzyzowe oraz swoistos$¢ analityczna
Probki surowicy zawierajgce wysokie poziomy przeciwciat
przeciw Treponema pallidum, czynnikdw reumatoidalnych,
przeciwciata przeciwko EBV, przeciwciata przeciwko CMV lub
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Tabela 5

i metoda
Referencje Z dodanymi
bez tréjglice- triglicery-
llo$¢ prébek w UA/mL rydéw dami 10 g/L
(Cut-Off)

98 (negatywny) 58(>9)
62 (stabo

20,4 (>9) + +
pozytywny)
91 (mocno

47,5(>9) + +
pozytywny)

Wyniki pokazujg, ze hemoglobina, bilirubina i tréjglicerydy nie
zaktdcaja testu NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM do stezenia
25g/L,03g/Lil0g/L

Lyme-lgM

Czutos¢ i swoistos¢ diagnostyczna

251 prébek surowicy z réinych paneli pochodzenia
europejskiego, wstepnie przetestowanych metodg EIA

(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin i Enzygnost Dade-
Behring), zbadano za pomocg NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Wyniki przedstawione zostaty w ponizszej tabeli:

Tabela 6
Metoda referencyjna (EIA)

w =
‘w20
=gy
)
5=
@ g

o

Wydajno$¢ oblicza sie na podstawie danych pokazanych
w powyzszej tabeli w nastepujacy sposob:

Czutos$é: 139/153 x 100 = 91%

Swoistosé: 82/98 x 100 = 84%

0Ogolna zgodnos¢: (139+82)/(153+98)x 100 = 88%

Czutos¢ diagnostyczna w 3 klinicznych etapach boreliozy
zLlyme

W europejskim laboratorium referencyjnym dotyczacym
choroby z Lyme przeprowadzono badanie z uzyciem prdébek
surowicy odpowiadajacych réznym  stadiom  klinicznym
choroby z Lyme: Stadium |, charakteryzujace sie rumieniem
chronicznym migransem (EM); Stadium Il odpowiadajgce
rozwojowi ostrej neuroboreliozy (NB) i stadium I, ktére
charakteryzuje sie przewlektym atroficznym zapaleniem skory
(ACA) i boreliozowym zapaleniem stawdw (LA).
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Wyniki przedstawione zostaty w ponizszej tabeli:

Tabela 7
Test
llogé NADAL® DIASORIN Cautosé
probek Lym.e ) L w%
Borreliosis (Cut-Off:
1gG/lgM >1,10)
(1gM)
EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6

WS$réd badanych prébek znajdowaty sie 4 prébki z | Etapu, 5
probek Il Etapu i 7 prébek z Il Etapu o bardzo niskim IgM
dodatnim (miana mniejsze niz 1,5 x wartos$¢ odciecia).

Reakcje krzyzowe oraz swoistos¢ analityczna

Probki surowicy zawierajgce wysokie poziomy przeciwciat
przeciw Treponema pallidum, czynnikdw reumatoidalnych,
przeciwciat przeciwko EBV, przeciwciat przeciwko CMV lub
przeciwciata przeciwjadrowe testowano testem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM w celu oceny potencjalnych zaktdcen.
Wyniki przedstawione zostaty w ponizszej tabeli:

Tabela 8

Dodatnie wyniki uzyskane za
pomoca testu NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM

Catkowita ilos¢
probek

53
Czynniki reumatoidalne 1 30

Przeciwciata przeciw EBV
Przeciwciata przeciw
9 30
[ \\Y)
atkowita ilo$¢ probek

Przeciwciata
4 30

antynuklearne

Wyniki wskazujg, ze reakcje krzyzowe z testem NADAL® Lyme
Borreliosis 18G/IgM mogg wystapi¢, jesli probki zawierajg
wysokie poziomy czynnika reumatoidalnego, przeciwciata

przeciwko Treponema pallidum lub przeciwciata przeci-
wjadrowe. Jednak ogdlna analityczna specyficzno$¢ uzyskana
podczas testowania tych potencjalnie zaktdcajacych préobek
nadal wynosi 86,7% (150/173).

Interferencje

Prébki surowicy badane za pomoca testu ELISA (diasoriny,
Euroimmun) zostaty wzbogacone o ludzkg hemoglobine
(5 g/L), bilirubing (0,3 g/L) lub trdjglicerydy (30 g/L). Prébki te
réwniez testowano réwnolegle bez dodawania substancji za
pomoca testu NADAL® Lyme Borreliosis 1IgG/IgM.
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Wyniki przedstawiono w poniiszych tabelach: 7. Kalish, R.A., Granquist, G., Shea, J., Ruthazer, B. et al. 2001. Persistence of
immunoglobulin M or immunoglobulin G antibody responses to Borrelia
Tabela 9 burgdorferi 10-20 years after active Lyme disease. Clin Infect Dis 2001- 33 : 780-5.
Test NADAL® Lyme
1gG/1gM (IgM) Rev. 0, 2017-12-15 OM
Miareczkowane prébki metoda = .
eferencje
ELISA br . Z dodang
ez
hemoglo-
o hemoglo- )
llo$¢ prébek UA/mL (Cut- biny bing 5 g/L
Off)
19 (negatywny) 6,9 (>22)
43 (stabo
1,6 (>0,8) + +
pozytywny)
39 (mocno
5,6 (>0,8) + +
pozytywny)
Tabela 10
NAI Lyme Borreliosis
IgG/IgM Test (IgM)
Miareczkowa probki metoda
ELISA Referencje Zdodana
Miano w bez 0,3g/L
llo$¢ prébek UA/mL bilirubiny bilirubing
(Cut-Off)
19 (negatywny) 6,9 (>22)
43 (stabo
1,6(>0,8) + +
pozytywny)
39 (mocno
5,6 (>0,8) + +
pozytywny)
Tabela 11

Referencje Z dodanymi
bez tréjglice- trojglicery-

llo$¢ prébek w UA/mL rydow dami 30 g/L

(Cut-Off)
19 (negatywny) 6,9 (>22)
43 (stabo

1,6(>0,8) + +
pozytywny)
39 (mocno

5,6 (>0,8) + +
pozytywny)

Wyniki pokazujg, ze hemoglobina, bilirubina i tréjglicerydy nie
zaktdcaja testu NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM do stezenia
5g/L,0,3g/Li30g/L.

Wptyw cykli zamrazania i rozmrazania

Prébki surowicy ujemnej, niskiej dodatniej i wysokiej dodatniej
surowicy anty-Borrelia IgM, ktore przeszty 3 cykle zamrazania
i rozmrazania, nie miaty wptywu na wyniki testu.

1. Marques, A.R., Hornung, R.L., Dally, L. and Philipp, M.T. 2005. Detection of Inmune
Complexes is not independent of detection of antibodies in Lyme disease patients
and does not confirm active infection with Borrelia burgdorferi. Clinical and
Di ics Laboratory | 12/9: 1036-1040.
2. Lyme Disease and Related Tick-Borne infections. 2001. Southwestern Vermont
Health Care.

. Nadelman, R.B. and Wormser, G.P. 1998. Lyme borreliosis. Lancet 352 : 557-565.

. Duray, P.H. 1989. Clinical pathologic correlations of Lyme disease. Reviews of
Infectious Diseases. 11/6 : 51487-51493.

. Bertholom, C. 2007. Place et intérét des méthodes du diagnostic biologique au
cours de la borréliose de Lyme. Option Bio. 387 : 20-21.

. La borréliose de Lyme. Rapport du groupe de travail. HCSP. 28 Mars 2014.
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O teste NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM é um teste rapido
de triagem qualitativa para a detecgdo de IgG e IgM humano
em estirpes europeias de Borrelia em soro e plasma humano.
O teste destina-se a ser utilizado como auxilio no diagnéstico
da doenga de Lyme, também conhecida como borreliose de
Lyme, e é concebido apenas para uso profissional. No entanto,
no caso de um resultado positivo, o teste NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM n3o permite determinar o estdgio da
doenga.

2. Introdugédo e significado clinico

A doenga de Lyme (1) ou Lyme borreliosis é causada pelo
espiroqueta Borrelia burgdorferi sensu lato, que é transmitida
por carrapatos. Os carrapatos contagiosos, infectados por
Borrelia  burgdorferi  sensu  lato, sdo encontrados
principalmente na América do Norte (/xodes scapularis ou
Ixodes pacificus) e em édreas temperadas da Europa Ocidental
(Ixodes ricinus). As espécies de carragas europeias sdo vetores
de estirpes de Borrelia europeias, como B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzelii, B. garinii (2) bem como B. spielmanii e
B bavariensis, que também sdo conhecidos como patogénicos.
carrapato B. valaisiana e B. lusitaniae também sdo
consideradas como estirpes potencialmente patogénicas.
Devido a alta semelhanga entre as estirpes de Borrelia, a 1gG e
a IgM dirigidas contra diferentes espécies de Borrelia reagem
de forma cruzada com o cocktail de antigenio do teste
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM - pelo menos no caso de
estirpes europeias.

Em 30% a 80% dos casos, uma erupgdo cutdnea (erythema
chronicum migrans) é o primeiro sinal clinico da infecgdo,
aparecendo apds 3 a 10 dias no local da picada do carrapato.
Entre 1 e 3 meses depois, 0s primeiros sinais neuroldgicos,
como dor de cabega ou disttrbios graves como mielite (3),
aparecem - mesmo na auséncia de erythema chronicum
migrans. Os pacientes também podem desenvolver
complicagdes graves, como ataques intermitentes de artrite
articular, miocardite ou acrodermatite muito mais tarde,
mesmo varios anos apos a infecgdo primaria.

3. Principio do teste

Uma combinagdo Unica de conjugados de imunoglobulinas-
corantes anti-humanas e B. burgdorferi nativo e B. garinii
altamente purificados, bem como antigénios recombinantes
de B. burgdorferi na fase sélida sao utilizados no teste NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM para detectar especificamente
anticorpos anti-Borrelia.

O teste NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM compreende uma
caixa de plastico contendo duas tiras de teste internas para a
detecgdo de IgG ou IgM. Apds a recolha de uma amostra de
plasma ou soro, algumas gotas da amostra sdo adicionadas a
cada pogo de amostra (=) da cassete de teste.

A medida que a amostra migra através da membrana da tira
(detecgdo de IgM), os conjugados imunoglobulinas-corante
anti-humano ligam-se a 1gM humana, formando complexos
anticorpo-antigénio. Do mesmo modo, a amostra flui ao longo
da membrana da tira (detec¢do de IgG), onde os conjugados
imunoglobulinas-corantes anti-humano ligam-se a IgG
humana, formando complexos anticorpo-antigénio. No caso
de resultados positivos, esses complexos ligam-se aos
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antigénios especificos na(s) regido(des) da linha de teste da
cassete de teste e produzem (uma) linha(s) cor-de-rosa. Na
auséncia de anticorpos anti-Borrelia, ndo aparece nenhuma
linha nas regides da linha de teste da cassete de teste. A
mistura de reacg¢do continua a migrar ao longo das
membranas da cassete de teste. Os conjugados ndo ligados
ligam-se aos reagentes em cada regido da linha de controlo,
produzindo uma linha cor-de-rosa, o que demonstra que o
volume apropriado da amostra foi adicionado e ocorreu a
absorgdo da membrana.

4. Reagentes e materiais fornecidos

e 10 NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM testes cassete (incl.
pipetas de plastico descartaveis)

e 1solugdo tampdo com detergente e <0.1% NaNs (6 ml)

e 1 folheto informativo

5. Materiais adicionais necessarios

e Cronémetro

6. Armazenamento e estabilidade

Todos os componentes do kit de teste NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM devem ser armazenados entre +4°C e
+30°C. O teste cassete deve permanecer na embalagem selada
até a sua utilizagdo. Ndo congelar o kit de teste. O teste

NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM ¢é estavel até a data de
validade indicada na embalagem.

7. Avisos e precaugdes

Apenas para utilizagdo profissional de diagndstico in-vitro.
Ler atentamente o procedimento de teste antes de realizar
o teste.

N&o utilizar o teste apds expirada a data de validade
indicada na embalagem.

Ndo utilizar o teste caso a embalagem se encontre
danificada.

Ndo reutilizar os testes.

N3o adicionar amostras a area de reacgdo (area de
resultados).

De modo a evitar uma contaminagdo, ndo tocar na area de
reacgdo (area de resultados).

Evitar contaminagdo cruzada utilizando um tubo de recolha
de amostra novo para cada amostra obtida.

N&o substituir ou misturar componentes de diferentes kits
de teste.

N&do comer, beber ou fumar na area de manuseamento de
amostras e kits de testes.

Utilizar vestudrio de protecgdo como batas, luvas
descartaveis e protecgdo ocular durante o manuseamento
das amostras.

Manusear todas as amostras como potenciais agentes
infecciosos. Observar as regulamentagGes estabelecidas
respeitantes a riscos microbiolégicos durante todos os
procedimentos, e respeitar as directrizes padrdo para a
eliminagdo apropriada das amostras.

O kit de teste contém produtos de origem animal. O
certificado de origem e/ou estado sanitario dos animais ndo
garante completamente a auséncia de agentes patogénicos
transmissiveis. Portanto, é recomendado que todos estes
produtos sejam tratados como potencialmente infeciosos e
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manuseados de acordo com as precaugdes de seguranga
habituais (e.g., ndo ingerir ou inalar).

O diluente contém azida de sddio, que podera reagir com
chumbo ou canalizagdo de cobre para formar azidas
metdlicas potencialmente explosivas. Ao descartar esta
solugdo, lave sempre com uma quantidade abundante de
dgua para evitar a acumulagdo de azida. Evitar contacto
com olhos ou membranas mucosas. Em caso de contacto
acidental, lavar bem com agua.

Humidade e temperatura podem afectar adversamente os
resultados do teste.

Materiais de testes usados devem ser descartados de
acordo com as regulamentagdes locais.

8. Recolha e preparagdo de amostras

Soro ou plasma (litio ou heparinato de aménio, EDTA)
As amostras devem ser recolhidas em condigGes laboratoriais
padrdo (i.e., assepticamente e de maneira a evitar hemdlise).

Se o teste for executado dentro de 48 horas ap6s a colheita da
amostra, as amostras devem ser armazenadas no frigorifico a
2-8°C. As amostras devem ser mantidas congeladas se o teste
for realizado ap6s mais de 48 horas apds colheita da amostra.
Amostras congeladas devem ser completamente desconge-
ladas, misturando cuidadosamente até atingir a temperatura
ambiente antes da realizagdo do teste. Evitar ciclos de
des(congelamento) repetidos.

No caso de turvagdo, elevada viscosidade ou a presenga de
particulas em suspensdo em amostras de soro, deverdo estes
ser diluidos com igual volume (V/V) de solugdo tampdo (ndo
fornecido mas disponivel mediante encomenda) antes de
realizar o teste.

9. Procedimento do teste

Permitir que os testes, amostras, solugdo tampdo e/ou
controlos atinjam a temperatura ambiente (15-30°C) antes
da sua utilizagdo.
1. Remover o teste cassete da
embalagem. Rotular com a
identificagdo do paciente ou de 1
controlo.
2. Preencher uma pipeta descartavel
com amostra de soro ou plasma.
Segurando a pipeta na vertical,
colocar uma gota (25uL) de
amostra em cada pogo (=).
3. Adicionar exactamente 6 gotas de
solugdo tampdo no pogo de
amostra (=).
4. Ler os resultados apds 10-15
minutos. Ndo interpretar os
resultados apds decorridos mais
de 15 minutos.

10. Interpretagdo de Resultados

Positivo para IgG:

Uma linha colorida surge em cada
zona de controlo "C" e uma linha
colorida desenvolve-se na regido
da linha de teste "T" para IgG. —
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Positivo para IgM:
Uma linha colorida surge em cada
zona de controlo "C" e uma linha \
colorida desenvolve-se na regido [— —
da linha de teste "T" para IgM. f—
Positivo para IgG e IgM:
Além das linhas de controlo "C",
uma linha dci cor desenvolve-se
em cada regido da linha de teste
"T" para IgG e IgM. (
Negativo:
Uma linha colorida surge na regido
da linha de controlo "C". Nao —
aparecem linhas coloridas na i —
regido da(s) linha(s) de teste "T" ‘ ‘
para IgG e IgM. )
Invélido:

As linhas de controlo "C" ndo se
desenvolvem.  Resultados  de
qualquer teste no qual ndo tenha ¢ — —
surgido uma linha de controlo no J
tempo de leitura especificado —
deverdo ser desconsiderados. A )
As razBes mais provaveis para um resultado invalido sdo o
volume da amostra insuficiente, erros procedurais ou testes
expirados. Por favor, rever o procedimento e repetir o teste
com um novo teste cassete. Se o problema persistir,
interromper a utilizagdo do kit e contactar o distribuidor.

11. Controlo de qualidade

Controlo interno:

A linha colorida que surge na regido da linha de controlo "C", é
considerada um controlo interno de procedimento. Isto
confirma um volume de amostra suficiente, uma saturagdo de
membrana adequada e o procedimento técnico correto.
Controlo externo:

E recomendado o uso de controlos positivos e negativos tendo
em vista o desempenho apropriado do teste.

e O resultado obtido com o teste NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM ndo deve ser usado como o Unico critério para o
diagnostico de Borreliose Lyme.

e A resposta imunolédgica pode, em alguns pacientes, ser
retardada. Durante o estadio primario (I) da doenga (6), o
qual é caracterizado pelo desenvolvimento de erythema
migrans, os antigénios poderdo ser detectados apenas 2-6
semanas apds a mordida da carraga, e, ainda assim, apenas
em 40 a 60 % dos casos. Durante o segundo estadio (Il), o
qual corresponde ao desenvolvimento de neuroborreliose
aguda, os IgM e 1gG sdo detectados em 70 a 90 % dos casos.
Desta forma, no caso de um resultado negativo aquando do
primeiro teste, recomenda-se a realizagdo de um segundo
teste 4 a 6 semanas ap6s o mesmo para a verificagdo do
nivel de anticorpos. Durante o terceiro estadio da doenga
(I1), o qual é caracterizado pela acrodermatite atréfica
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cronica e artrite Lyme, os I1gM e IgG sdo quase sempre
detectdveis.

Alguns factores, assim como a realizagdo do teste num
estddio muito precoce ou o tratamento prévio com
antibidtico, poderdo originar resultados falsos negativos.
Isto deve-se a concentragdes muito reduzidas de IgM anti-
Borreliose que ndo sdo detectaveis pelo teste NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM.

Em alguns casos, o resultado positivo pode surgir devido a
persisténcia de 1gG ou IgM no corpo por mais de 10 anos
apo6s tratamento (7). Devido a reacgBes cruzadas
observadas (ver tabela 2 para IgG e tabela 8 para IgM na
sec¢do "reacgbes cruzadas e especificidade analitica"),
assim como com anticorpos anti-CMV para IgM, é
importante ter cuidado com a interpretagdo do resultado
obtido com o teste resultado NADAL® Lyme Borreliosis
18G/IgM.

Os niveis de anticorpos podem ser varidveis, dependendo
dos pacientes testados. A prevaléncia de anticorpos na
populagdo global aproxima-se dos 3% a 5%, enquanto que
em sujeitos mais expostos a doenga (guardas florestais,
caminhantes) os anticorpos podem ser detectados em 25%
a 30% dos casos (5).

Assim como com outros procedimentos de diagndstico, os
resultados obtidos com o teste NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM devem ser avaliados por um médico juntamente
com outras informagdes clinicas, uma vez que, por
exemplo, pacientes padecendo de Borreliose poderdo
apresentar sintomas semelhantes aos da Sifilis (4).

O teste NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM devera ser usado
em conjunto com outros critérios, assim como o histdrico
epidemoldgico da regido, os sintomas do paciente ou as
limitagdes do teste.

13. Caracteristicas de Desempenho

Lyme IgG

Sensibilidade e especificidade diagnésticas

141 amostras de soro de diferentes painéis de origem
europeia foram pré-testadas pelo método EIA (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin e Enzygnost Dade-Behring) e, em
seguida, testados usando o teste NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Os resultados encontram-se na seguinte tabela:

Tabela 1

Referéncia método (EIA)

72
14 55 69

Teste NADAL®
Lyme Borreliosis

calculados a

Os desempenhos sdo
apresentados na tabela abaixo:

Sensibilidade: 61/75 x 100 = 81%
Especificidade: 55/66 x 100 = 83%
Concordancia geral: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%

partir dos dados
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Reacgdes cruzadas e especificidade analitica

Foram testadas amostras de soro com um nivel elevado de
anticorpos anti-Treponema pallidum, factores reumatdides,
anti-EBV, anti-CMV ou anticorpos anti-nucleares com o teste
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM de modo a avaliar possiveis
interferéncias. Os resultados encontram-se na seguinte tabela:

Tabela 2

Resultados positivos obtidos
com o teste NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgG)
T “

Numero total de
3 164
amostras

Os resultados mostram que poderdo ocorrer reacgdes
cruzadas com o teste NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM caso
as amostras tenham niveis elevados de Fator Reumatéide ou
anticorpos anti-nucleares. Contudo, a especificidade analitica
global obtida quando estas amostras potencialmente
interferentes sdo testadas, mantém-se nos 98,2% (161/164).

Numero total

Amostras positivas
de amostras

Interferéncias

Amostras de soro analisadas pelo método ELISA (Virothec)
foram marcadas com hemoglobina humana (2,5 g/L),
bilirrubina (0,3 g/L) ou triglicerideos (10 g/L). Utilizando o
teste NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, estas amostras foram
testadas paralelamente também sem serem marcados.

Os resultados sdo apresentados nas tabelas seguintes:
Tabela 3

Amostras tituladas pelo método
ELISA

Titulagdo Tituladas
em com2,5g/L
UA/mL hemoglo-
(Limite bina
de
detecdo)

Lyme
1gG/1gM (IgG)

Numero de
amostras

98 (negativo) 58(>9)
62 (fraco positivo) 20,4 (>9) + +
91 (forte positivo) 47,5(>9) + +

Tabela 4

Amostras tituladas pelo método
ELISA .. Tituladas
Referéncia

Titulagdo com
sem
em UA/mL " ) 0,3g/L
o bilirrubina o )
(Limite de bilirrubina

detegdo)

Borreliose 1gG/IgM (1gG)

Nimero de
amostras

98 (negativo) 58(>9)
62 (fraco positivo) 20,4 (>9) + +
91 (forte positivo) 47,5(>9) + +
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Tabela 5

Amostras tituladas pelo método
ELISA

Teste NAD. Lym
IgG/IgM (1gG)

Tituladas
com 10 g/L
de
trigliceri-

Titulagdo
em UA/mL
(Limite de
detecgdo )

Numero de
amostras

98 (negativo) 58(>9)
62 (fraco positivo) 20,4(>9) + +
91 (forte positivo) 47,5(>9) + +

Os resultados mostram que hemoglobina, bilirrubina ou
triglicerideos ndo interferem com o teste NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM nas concentragdes de 2,5g/L, 0,3g/L
10 g/L, respectivamente.

Lyme IgM

Sensibilidade e especificidade diagnésticas

251 amostras de soro de diferentes painéis de origem
europeia foram pré-testadas pelo método EIA (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin e Enzygnost Dade-Behring) e, em
seguida, testadas usando o teste NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM.

Os resultados encontram-se na seguinte tabela:

Tabela 6
I N
139 16 155

14 82 96

Os desempenhos sdo calculados a
apresentados na tabela abaixo:

Sensibilidade: 139/153 x 100 = 91%
Especificidade: 82/98 x 100 = 84%
Concordancia geral: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%

Sensibilidade do diagnéstico nos 3 estadios clinicos da
doenca de Lyme

Foi realizado um estudo sobre a Borreliose num laboratério
europeu de referéncia, utilizando amostras de soro
correspondentes a diferentes estadios clinicos da doenga de
Lyme: Estadio | caracterizado por erythema chronicum
migrans (EM); Estadio Il caracterizado pelo desenvolvimento
de neuroborreliose aguda (NB) e estadio Ill caracterizado pela
acrodermatite atréfica cronica (ACA) e artrite Lyme(LA).

1gG/IgM
(1gM)

Teste NADAL®
Lyme Borreliose

partir dos dados
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Os resultados encontram-se na seguinte tabela:
Tabela 7

Nimero de amostras

Teste ELISA
Numero de NADAL® DiaSorin
amostras Lyme (limite de
Borreliosis sensibili-
IgG/IgM dade:
(1gM) >1,10)
EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6

Entre as amostras testadas, 4 amostras de estadio I, 5
amostras de estddio Il e 7 amostras de estadio IlI,
apresentaram um resultado positivo IgM muito fraco
(titulagBes 1.5 vezes abaixo do limite de detecgdo).

Reacgdes cruzadas e especificidade analitica

Amostras de soro com um nivel elevado de anticorpos anti-
Treponema pallidum, factores reumatdides, anti-EBV, anti-
CMV ou anticorpos anti-nucleares, foram testadas com o teste
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM de modo a avaliar possiveis
interferéncias. Os resultados encontram-se na seguinte tabela:

Tabela 8

Resultados positivos obtidos
com o teste NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgM)

CIr 5
Fator Reumatéide 30

a rpos anti-EBV 30

1
3

anticorpos anti-CMV 9 30
- 4

30

" Numero total
Amostras positivas
de amostras

anticorpos anti-nucleares

Numero total de
amostras

23 173

Os resultados mostram que poderdo ocorrer reacgdes
cruzadas com o teste NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM caso
as amostras contenham niveis elevados de Fator Reumatdide
ou anticorpos anti-nucleares. Contudo, a especificidade
analitica obtida quando estas amostras potencialmente
interferentes foram testadas, mantém-se nos 86,7%
(150/173).

Interferéncias

Amostras de soro analisadas pelo método ELISA (DiaSorin,
Euroimmun) foram marcadas com hemoglobina humana
(5g/L), bilirrubina (0,3g/L) ou triglicerideos (30 g/L).
Utilizando o teste NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, estas
amostras foram testadas paralelamente também sem serem
marcadas.
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Os resultados sdo apresentados nas tabelas seguintes: 7. Kalish, R.A., Granquist, G., Shea, J., Ruthazer, B. et al. 2001. Persistence of
immunoglobulin M or immunoglobulin G antibody responses to Borrelia
Tabela 9 burgdorferi 10-20 years after active Lyme disease. Clin Infect Dis 2001- 33 : 780-5.
Teste NAD. Lym
Borreliosis I1gG/IgM (1gM) Rev. 0, 2017-12-15 MH

Amostras tituladas pelo método 5
.. Tituladas
ELISA Referéncia
com5g/L

Titulagdo de

Nimero de em UA/mL
o hemoglo-
amostras (Limite de )
" bina

detecgdo )
19 (negativo) 6,9 (>22)
43 (fraco positivo) 1,6 (>0,8) + +
39 (forte positivo) 5,6(>0,8) + +

Tabela 10

s
Amostras titulados pelo método
ELISA .. Tituladas
Referéncia

Titulagdo cem com
Nimero de em UA/mL " ) 0,3g/L
" bilirrubina o )
amostras (Limite de bilirrubina

detegdo)

19 (negativo) 6,9 (>22)
43 (fraco positivo) 1,6 (>0,8) + +
39 (forte positivo) 5,6(>0,8) + +
Tabela 11
Teste NADAL® Lym
1gG/IgM (1gM)
Amostras titulados pelo método )
Tituladas
ELISA
- — com 30 g/L
Titulagdo de
Numero de em UA/mL o
" trigliceri-
amostras (Limite de
. deos
detecgdo )
19 (negativo) 6,9 (>22)
43 (fraco positivo) 1,6 (>0,8) + +
39 (forte positivo) 5,6(>0,8) + +

Os resultados mostram que hemoglobina, bilirrubina ou
triglicerideos ndo interferem com o teste NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM nas concentragbes de 5 g/L, 0,3 g/L 30 g/L,
respectivamente.

Efeito de ciclos de (des)congelamentos

Amostras de soro anti-Borrelia IgM negativas, fracas e fortes
positivas que tenham sido congeladas e descongeladas 3 vezes
ndo afectaram os resultados de teste.
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Cesky NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/1gM Test (Ref. 870001)

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM je rychly kvalitativni
screeningovy test k detekci lidskych IgG a IgM proti evropskym
kmenlm Borrelia v lidském séru a plazmé. Test slouZi jako
pomtcka ke stanoveni diagndzy lymské borelidzy (znamé také
jako lymska nemoc). Test je urCen pouze k profesionalnimu
poutziti. AvSak test NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM v pfipadé
pozitivniho vysledku neumoznuje urceni stadia nemoci.

2. Uvod a klinicky vyznam

Lymskd boreliéza (1) nebo lymskd nemoc je zplsobena
spirochetou Borrelia burgdorferi sensu lato, ktera je pfenasena
klistaty. Nakazliva klistata, infikovand Borrelia burgdorferi
sensu lato, se vyskytuji predevsim v severni Americe (Ixodes
scapularis nebo Ixodes pacificus) a v mirnych oblastech
zépadni Evropy (Ixodes ricinus). Evropské druhy klistat jsou
prenaseli  evropskych  kmenl  Borrelia, jako napf.
B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii (2) a také
B. spielmanii a B. bavariensis, které jsou také zndamé jako
patogenni. B. valaisiana a B. lusitaniae jsou povaZzovany za
potencidlné patogenni kmeny. Vzhledem k velké podobnosti
mezi kmeny Borrelia, reaguji 1gG a IgM sméfované proti
rdznym druhOm Borrelia kfizové s antigenovym koktailem
testu NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM - alespof v pFipadé
evropskych kmend.

V 30% az 80% pripadl je vyrazka (erythema chronicum
migrans) prvnim klinickym pfiznakem nemoci, objevujici se po
3 az 10 dnech na misté kousnuti klistéte. O 1 az 3 mésice
pozdéji se projevi prvni neurologické ptiznaky, jako napf.
bolest hlavy nebo véiné poruchy jako myelitida (3) - a to
dokonce i v nepfitomnosti erythema chronicum migrans.
Pacienti mohou mnohem pozdéji i po nékolika letech po
primarni infekci wvyvinout vainé komplikace, jako napf.
intermitentni zachvaty artikuldrni artritidy, myokarditidu nebo
akrodermatitidu.

3. Princip testu

V testu NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM je pouZita jedine¢na
kombinace konjugatt proti lidskych imunoglobulinii a barviva,
vysoce purifikovanych nativnich B. burgdorferi a B. garinii,
jakoZz i rekombinantnich antigenl B. burgdorferi na pevné fazi.

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM se sklada z plastové
kazety obsahujici dva vnitini testovaci prouzky k detekci 1gG
nebo 1gM. Po odbéru vzorku plazmy nebo séra, pfidejte
nékolik kapek do kazdého otvoru pro vzorek (=) na testovaci
kazeté.

KdyZ vzorek putuje membranou prouzku (detekce IgM), navazi
se konjugaty proti lidskych imunoglobulind a barviva na lidské
IgM, pricemZ se utvofi komplexy protilatky a antigenu.
Stejnym zplsobem putuje vzorek membranou prouzku
(detekce IgG), kdy se konjugaty proti lidskych imunoglobulind
a barviva navazi na lidské IgG, pricemZ se utvofi komplexy
protilatky a antigenu. V pfipadé pozitivniho vysledku se tyto
komplexy navézi na specifické antigeny v oblasti (oblastech)
testovaci linie na testovaci kazeté a utvofi tak rdZovou linii
(rGZové linie). V pfipadé nepfitomnosti protilatek proti Borrelia
se neutvofi Zadné linie v oblastech testovaci linie na testovaci
kazeté. Reakéni smés putuje dale membranou na testovaci
kazeté. Nenavdzané konjugdty se navazi na cinidla v kazdé
oblasti kontrolni linie a utvofi tak rGzovou linii, coZ potvrzuje,
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Ze bylo pfidano pfimérené mnozZstvi vzorku a membrana byla
dostate¢né promocena.

4. Cinidla a doddvané materialy:

e 10 NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM testovacich kazet (v&.
jednorazovych plastovych pipet)

o 1 pufr obsahujici detergent <0,1% NaNj3 (6 ml)

e 1 navod k pouziti

5. Dalsi potfebny material

e Stopky

6. Skladovani a trvanlivost

Vsechny soucdsti testovaci sady NADAL® Lyme Borreliosis
18G/IgM by mély byt skladovany mezi +4°C a +30°C. Testovaci
kazeta musi zlistat az do pouZiti v uzaviené ochranné fdlii.
Testovaci sadu nezmrazujte. Test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM je trvanlivy do data expirace uvedeného na obalu.

7. Varovani a bezpeénostni opatfeni

Pouze pro profesionalni in-vitro diagnostiku.

Pred testovanim si peclivé prectéte navod k pouziti.
NepouZivejte test po uplynuti data expirace, které je
uvedeno na obalu.

Test nepouzivejte, je-li ochranna félie poskozena.

Pouze k jednorazovému pouziti.

Nenandésejte vzorek do reakéni oblasti (vysledkova oblast).
Nedotykejte se reak¢ni oblasti (vysledkova oblast), aby
nedoslo ke kontaminaci.

Pro kazdy vzorek pouzijte novou odbérovou zkumavku, aby
se zabranilo kiizové kontaminaci vzorkd.
Nezaménujte a nemichejte komponenty z
testovacich sad.

Nejezte, nepijte ani nekufte v misté, kde se zachazi se
vzorky a testovacimi sadami.

Béhem testovani vzorkd pouZivejte ochranny odév jako
laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle.

Se v8emi vzorky zachazejte, jako s potencionalné infekénimi.
V pribéhu vsech testovacich krok(i dodrZujte zavedend
opatfeni pro prevenci mikrobiologickych rizik a fidte se
standardnimi predpisy pro spravnou likvidaci vzorkd.
Testovaci souprava obsahuje produkty ZivociSného plivodu.
Znalost puivodu a/nebo zdravotniho stavu zvifat dolozend
certifikdtem zcela nezarucuje absenci pfenosnych patogen(.
Je tudiz doporuceno s témito produkty zachdzet jako s
potenciondlné infekénimi a dle béznych bezpecnostnich
opatfeni (napf. nepolykejte nebo nevdechujte).

Pozitivni kontrola obsahuje azid sodny, ktery mize reagovat
s olovénym nebo médénym potrubim a mohou tak vznikat
potencidlné vybusné kovové azidy. PFi likvidaci roztoku
proto potrubi vidy proplachnéte velkym mnoZstvim vody,
aby se zabranilo tvorbé azidd. Zabrafite kontaktu s o¢ima a
sliznicemi. V pFipadé kontaktu dikladné vyplachnéte vodou.
Vlhkost a teplota mohou ovlivnit vysledky testu.

PouZité testovaci materidly by mély byt zlikvidovany v
souladu s mistnimi predpisy.

8. Odbér a priprava vzorku

Sérum nebo plazma (heparinat lithny/amonny nebo EDTA)
Vzorky by mély byt odebrany za standardnich laboratornich
podminek (napf. asepticky a tak, aby se zabranilo hemolyze).

rdznych
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Pokud bude test proveden do 48 hodin po odbéru vzorku,
mély by vzorky byt skladovany v chladniéce pfi 2-8°C. Vzorky
by mély byt skladovédny zmrazené, pokud test bude proveden
po vice nez 48 hodinach po odbéru vzorku. Zmrazené vzorky
musi byt pfed testovanim zcela rozmrazeny, promichany a
pfivedeny na pokojovou teplotu. Zamezte opakovanému
zmrazeni a rozmrazeni vzorkd.

V pripadé zakaleni, vysoké viskozity nebo pritomnosti ¢astic,
by vzorky séra mély byt pred testovanim zfedény se stejnym
mnozstvim (V/V) fediciho purfu (neni dodavén, ale dostupny
na pozadani).

9. Provedeni testu

Pied testovanim pfivedte testovaci kazety, pufry, vzorky

a/nebo kontroly na pokojovou teplotu (15-30°C).
1. Vyjméte testovaci kazetu ze

zapeCeténé  ochranné  fdlie.
Oznalte ji jménem pacienta
nebo cislem kontroly.

2. Napliite jednordzovou pipetu

vzorkem séra nebo plazmy. Drite
pipetu svisle a naneste 1 kapku
(25puL) vzorku do kazdého
otvoru pro vzorek (=).

3. Pfidejte presné 6 kapek (200 pL)
pufru do kazdého otvoru pro
vzorek (=).

4. Vysledek testu odectéte po 10 az
15 minutach. Po 15 minutach jiz
vysledek nevyhodnocujte.

10. Vyhodnoceni vysledki

Pozitivni pro IgG: (
Jedna barevna linie se utvofi v
kazdé oblasti kontrolni linie "C" a (

. P o — —
jedna barevnd linie se utvofi v ‘
oblasti testovaci linie "T" pro IgG.
Pozitivni pro IgM:
Jedna barevna linie se utvofi v
!(aidé oblasti I'<or.1t|joln|’ linie "gi‘ a — —
Jedna.barevna’l!n[e se utvofi v -
oblasti testovaci linie "T" pro IgM.
Pozitivni pro 1gG a IgM: (
Kromé kontrolnich linii "C" se -
zobraz.| barevn,a' 'Iln‘l‘e"v kazdé
oblasti testovaci linie "T" pro 1gG a

— —
IgM.
Negativni:
Jedna barevna linie se objevi v \
oblasti kontrolni linie "C". V
oblastech testovaci linie "T" pro o
1gG a IgM se nezobrazi barevna
linie.
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Nedostatecné mnoiZstvi vzorku, nespravné provedeni testu
nebo prosly test jsou nejpravdépodobnéjsi davody k
nezobrazeni kontrolni linie. Revidujte prosim postup a
zopakujte test s novou testovaci kazetou. Pokud problém

pretrvdvd, prestaiite ihned pouZivat testovaci sadu a
kontaktujte Vaseho distributora.

11. Kontrola kvality

Interni kontrola:

Barevna linie, ktera se objevi v oblasti kontrolni linie (C) je
povaZovéna za interni proceduréini kontrolu. Potvrzuje ptidani
dostate¢ného mnoZstvi vzorku, dostatecné promoceni
membrdny a spravny testovaci postup.

Externi kontrola:

K zajisténi spravné vykonnosti testu se doporuduje pouZziti
externich pozitivnich a negativnich kontrol.

e Vysledky obdriené testem NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM by nemély byt pouzity jako jediné kritérium ke
stanoveni diagndzy lymské borrelidzy.

Imunitni reakce mGze byt u nakaZzenych pacientd opozdéna.
Béhem primarni faze () nemoci (6), kterd se vyznaluje
vyvinutim erythema migrans, mohou IgM byt detekovany 2
az 6 tydnid po kousnuti kliStétem a to pouze ve 40 az 60%
pfipadl. Béhem druhé faze (Il), kterd odpovida vyvinu
akutni neuroborelidzy, jsou 1gM a IgG detekovany v 70 az
90% ptipadl. Z tohoto dlivodu se doporuduje provedeni
dalsiho testu o 4 az 6 tydnU pozdéji ke kontrole hladiny
protildtek, pokud byl poprvé obdrien negativni vysledek.
Béhem teti faze nemoce (Il1), kterd se vyznacuje chronickou
atropickou akrodermatitidou a lymeskou artritidou, jsou
1gM a IgG obvykle detekovatelné.

Stejné faktory, jako napf. velmi rand faze infekce nebo
predesla lé¢ba pacienta antibiotiky mlze vést k falesné
negativnim vysledkdm. Duivodem k tomu je nizka
koncentrace IgM proti Borrelia, kterou nelze detekovat za
poufziti testu NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM.

Z davodi perzistence I1gG nebo IgM muze v nékterych
pfipadech byt obdrzen pozitivni vysledek i vice nez 10 let po
1é¢bé (7). Vzhledem k pozorovanym kfizovym reakcim (viz
tabulka 2 pro 1gG a tabulka 8 pro IgM v oddilu "Krizova
reaktivita a analyticka specificita") jako napf. protilatky proti
CMV pro IgM, je duleZité stanovit kone¢né vyhodnoceni
vysledku obdrzené testem NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM s opatrnosti.

Hladina protilatek je variabilni a mGzZe se liSit v zavislosti na
testovaném pacientovi. Prevalence protilatek v celkové
populaci se blizi 3 az 5%, zatimco u jedincd, ktefi jsou hojné
vystaveni bakteriim rodu Borrelia (lesnici, péSi turisté),
mohou byt protilatky detekovany v 25% az 30% pfipadu (5).
Stejné jako u vsech diagnostickych postupt musi udaje
ziskané testem NADAL® Lyme Borreliosis I1gG/IgM byt
vyhodnoceny lékafem ve spojeni s dalsimi klinickymi

Neplatny:

Nezobrazi se kontrolni linie "C".
Vysledky jakéhokoliv testu, na
kterém se ve stanoveném case pro
odecditani neobjevi kontrolni linie,
musi byt znehodnoceny.
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informacemi, protoZe pacienti, ktefi jsou nakaZeni
borelidzou, mohou vykazovat pfiznaky podobné ptiznakim
syfilis (4).

Test NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM by mél byt pouZit s
ohledem na vSechna kritéria, jako napf. historicka
epidemiologicka situace v dané oblasti, pfiznaky pacienta a
omezeni testu.

13. Vykonnostni charakteristiky

1gG proti lymské boreliéze

Diagnosticka senzitivita a specificita

Z pouziti testu NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM bylo
testovano 141 vzorkd séra z rdznych paneld evropského
puvodu. Tyto vzorky byly predem testovany EIA metodou
(miniVIDAS® Biomérieux, Liaison Diasorin a Enzygnost Dade-
Behring).

Vysledky jsou shrnuty v nasleduijici tabulce:
Tabulka 1

55

Vykonnost je ndsledovné vypocitana z udaji, které jsou
predstaveny ve vyse uvedené tabulce:

Senzitivita: 61/75 x 100 = 81%

Specificita: 55/66 x 100 = 83%

Celkova shoda: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%

KFiZova reaktivita a analyticka specificita

Za Ucelem posouzeni mozné interference byly testem NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM testovény vzorky séra obsahujici
vysoké hodnoty protilatek proti Treponema pallidum,
revmatoidni faktory, protildtky proti EBV, proti CMV a
antinukledrni protilatky. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici
tabulce:

Test NADAL®
Lyme
Borreliosis

Tabulka 2

Pozitivni vysledky obdriené
testem NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgG)
a4
2 30
0 30
0
1

Celkovy pocet

Pozitivni vzorky vzorkd

Protilatky proti CMV 30

30

Antinukledrni protilatky

Celkovy pocet vzorki 3 164

Vysledky prokazaly, Zze muaze dojit ke kfizové reakci s testem
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, pokud vzorky obsahuji
vysoké hodnoty revmatoidnich faktord nebo antinuklearnich
protilatek. AvSak celkovd analyticka specificita obdrzena
testovanim téchto potenciondlné interferujicich vzorka
z(stava u 98,2% (161/164).

Interference

Do vzorkd séra testovanych metodou ELISA (Virotech) byl
pfidan lidsky hemoglobin (2,5 g/L), bilirubin (0,3 g/L) nebo
triglyceridy (10 g/L). Za pouZiti testu NADAL® Lyme Borreliosis
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1gG/IgM byly tyto vzorky testovény paralelné i bez pFidani
uvedenych latek.

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

Tabulka 3
Test NADAL® Lyme Borreliosis
18G/1gM (1gG)
Titer v Reference bez PFidéno 2,5 g/L
Pocet vzorki UA/mL hemoglobinu hemoglobinu
(Cut-off)
98% (negativni) 5,8(>9)
62 (slabé
pozitivni) 20,4(>9) + +
91 (silné pozitivni) 47,5(>9) + +

Tabulka 4
Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgG)

Vzorky titrované metodou ELISA
Ti

Reference Pfidano
3 bez 0,3g/L
Vo . bilirubinu bilirubinu
98% (negativni) 58(>9)
62 (slabé pozitivni) 20,4(>9) + +
91 (silné pozitivni) 47,5(>9) + +

Tabulka 5
Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgG)

Reference Pfidano
bez 10g/L
(Cut-off) triglyceridd triglyceridd
98% (negati 5,8 (>9)
62 (slabé pozitivni) 20,4 (>9) S -
91 (silné& pozitivni) 47,5(>9) . .

Vysledky prokazaly, Ze hemoglobin, bilirubin a triglyceridy
neinterferuji s testem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM az do
koncentrace 2,5g/L,0,3g/La 10 g/L.

IgM proti lymské boreliéze

Diagnosticka senzitivita a specifika

251 vzork( séra z riznych panel evropského plvodu, které
byly predem testovany metodou EIA (miniVIDAS® Biomérieux,
Liaison Diasorin a Enzygnost Dade-Behring), byly testovany
testem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM.

Vysledky jsou shrnuty v nasleduijici tabulce:

Tabulka 6
Referenéni metoda (EIA)
155

D . N

14 82 96
153 98 251

Test NADAL®
Lyme
Borreliosis

Vykonnost je ndsledovné vypocitana z udaji, které jsou
predstaveny ve vyse uvedené tabulce:

Senzitivita: 139/153 x 100 = 91%

Specificita: 82/98 x 100 = 84%

Celkova shoda: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%
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Diagnosticka senzitivita ve 3 klinickych fazich
boreliézy

V evropské Referencni laboratofi byla provedena studie pro
borelidzu za pouziti vzorkd séra, které odpovidaly rGznym
klinickym fazim lymské borelidzy: erythema chronicum
migrans (EM) je charakteristickd pro fazi I; faze Il je spojena s
vyvojem akutni neuroboreliézy (NB) a faze Ill se vyznaluje
chronickou atropickou akrodermatidou (ACA) a lymeskou
artritidou (LA).

Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

Tabulka 7

lymské

DIASORIN
ELISA
(cut-off:
>1,10)

Senzitivita
v%

Borreliosis
1gG/lgM

NADAL® Lyme Borreliosis 1IgG/1gM Test (Ref. 870001)
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Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce:

Tabulka 9
Test NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM (IgM)
Titer Reference s Pfidéno 5 g/L
Pocet vzorki UA/mL hemoglobinem hemoglobinu
(Cut-off)
19% (negativni) 6,9 (>22)
43 (slabé pozitivni) 1,6 (>0,8) + +
39 (silné pozitivni) 5,6(>0,8) + +

Tabulka 10
Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgM)

Vzorky titrované metodou ELISA

Titerv
Pocet vzorki

Reference Pfidano
bez 0,3g/L

WAt bilirubinu bilirubinu

(1gM) (Cut-off)
EM 40 21 39 53,8 19% (negativni) 6,9 (>22)
NB 19 2 13 15,4 43 (slabé pozitivni) 1,6(>0,8) + +
ACA 31 3 17 17,6 39 (silné pozitivni) 5,6 (>0,8) + +

Mezi testovanymi vzorky prokazaly 4 vzorky faze I, 5 vzork(
faze Il a 7 vzorkd faze 11l velmi slabé pozitivni vysledek pro IgM
(titry pod 1,5 x cut-off hodnoty)

KFizova reaktivita a analyticka specificita

Za ucelem posouzeni mozné interference byly testem NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM testovény vzorky séra obsahujici
vysoké hodnoty protilatek proti Treponema pallidum,
revmatoidni faktory, protildtky proti EBV, proti CMV a
antinukledrni protilatky. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici
tabulce:

Tabulka 8

Pozitivni vysledky obdriené
testem NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM (IgM)
53
1 30
3 30
9 30

" 7 2

30

Celkovy pocet

Pozitivni o
vzorkl

Antinuklearni protilatky

Celkovy poéet vzorki 23 173

Vysledky prokazaly, ze mlze dojit ke kfizové reakci s testem
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM, pokud vzorky obsahuji
vysoké hodnoty revmatoidnich faktord, protilatek proti
Treponema pallidum nebo antinukledrni protildtky. Avsak
celkova analyticka specificita obdrZend pfi testovani téchto
potencionalné interferujicich vzorkd &ini 86,7% (150/173).
Interference

Vzorky séra testované za pouZiti rlznych metod ELISA
(Diasorin, Euroimmun) byly obohaceny o lidsky hemoglobin
(5 g/L), bilirubin (0,3 g/L) nebo triglyceridy (30 g/L). Za pouziti
testu NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM byly tyto vzorky
testovany paralelné i bez pridani téchto latek.
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Tabulka 11
Test NADAL® Lyme
Borreliosis IgG/IgM (IgM)

Vzorky titrované metodou ELISA

Reference Pfidano
o o bez 30g/L
triglycerida triglycerid
19 (negativni) 6,9 (>22)
43 (slabé pozitivni) 1,6(>0,8) + +
1,6 (silné pozitivni) 5,6 (>0,8) + +

Vysledky prokazaly, Ze hemoglobin, bilirubin a triglyceridy
neinterferuji s testem NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM az do
koncentrace 5g/L, 0,3 g/La30g/L.

Ucinky cyklG mrznuti a tani

Poté co negativni, slabé pozitivni a silné pozitivni vzorky séra
pro 1gM proti Borrelia prosly 3 cykly mrznuti a tani, nebyl
vysledek testu ovlivnén.
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NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test er en kvalitativ
hurtigtest for pavisning av humant IgG og IgM til europeiske
stammer av Borrelia i humant serum og plasma. Testen er
beregnet for bruk som hjelpemiddel ved diagnosen av Lyme-
sykdom, ogsa kjent som Lyme borreliosis, og er kun beregnet
for profesjonelt bruk. NADAL® Lyme Borreliosis 1gG /IgM Test
gir ikke indikasjon pa sykdomsstadiet til pasienten nar testen
viser et positivt resultat.

2. Introduksjon og Klinisk Signifikans

Lymesykdom (1) eller Lyme borreliosis er forarsaket av
spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato, som overfgres av
flatt. Smittsomme ticks, infisert av Borrelia burgdorferi sensu
lato, finnes hovedsakelig i Nord-Amerika (/xodes scapularis
eller Ixodes pacificus) og i tempererte omrader i Vest-Europa

(Ixodes ricinus). Europeiske tick arter er vektorer av
europeiske Borrelia stammer, for eksempel B.burgdorferi
sensu stricto, B. afzelii, B. garinii (2) sa som B. spielmanii og
B bavariensis,som er kjent for a veere patogenisk. B. Valaisiana
og B. lusitaniae anses ogsa for & vaere potensielt patogene
stammer. P& grunn av likheten av Borrelia-stammer, krysser
1gG og IgM rettet mot forskjellige Borrelia-arter med antigen-
cocktailen av NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test - i hvert
fall nar det gjelder europeiske stammer.

|1 30% til 80% av tilfellene er hudutslett (erytem chronicum
migrans) det fgrste kliniske tegn pd infeksjon, som opptrer
etter 3 til 10 dager pa tettbittens sted. Mellom 1 og 3
maneder senere, vises de fgrste nevrologiske tegnene, som
for eksempel hodepine eller alvorlige lidelser som myelitt (3) -
selv i mangel av erytem kronisk migrans. Pasienter kan ogsa
utvikle alvorlige komplikasjoner, som for eksempel
intermitterende angrep av leddgikt, myokarditt eller
akrodermatitt mye senere, selv flere ar etter den primeere
infeksjonen.

En unik kombinasjon av anti-humane immunglobuliner-
fargekonjugater og hgyt renset innfgdt B. burgdorferi og B.
garinii samt rekombinante B. burgdorferi-antigener i den faste
fase brukes i NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test for
spesifikt & detektere anti -Borrelia antistoffer.

NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test omfatter et plasthus
som inneholder to interne teststrimler for pavisning av IgG
eller IgM. Etter innsamling av et plasma- eller serumprgve
settes noen fa draper av prgven til hver prgvebrgnn (=) av
testkassetten.

Nar prgven migrerer langs membranen (IgM-deteksjon),
binder anti-humane immunglobuliner-fargekonjugater til
humant 1gM, som danner antistoff-antigenkomplekser. Pa
samme migrerer prgven langs membranen (IgG-deteksjon),
hvor anti-humane immunoglobuliner-fargekonjugatene binder
til det humane IgG, som danner antistoff-antigenkomplekser. |
tilfelle av positive resultater binder disse kompleksene til de
spesifikke antigenene i testlinjegruppen (er) i testkassetten og
frembringer (a) rosa linje (r). | fravaer av anti-Borrelia-
antistoffer, vises ingen linjer i testomradet av testkassetten.
Reaksjonsblandingen fortsetter a migrere langs membranene i
testkassetten. Ubundne konjugater binder til reagensene i
hver kontrolllinjegruppe, og produserer en rosa linje som viser
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at det riktige volumet av prgven er blitt tilsatt og
membranavvik har oppstatt.

4. Reagenser og materialer som fglger med

e 10 NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM testkassetter (inkl.
Engangs plastpipetter)

e 1 buffer inneholder vaskemiddel og <0.1% NaN3 (6 ml)

e 1 pakkevedlegg

5. Tillleggsmateriale

e Timer

6. Oppbevaring & Stabilitet

Alle NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM test kit komponenter
skal lagres mellom + 4°C og + 30°C. Kasetten ma forbli i den
forseglede emballasjen inntil bruk. Tester skal ikke fryses.
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test er stabil til
utlppsdatoen som er angitt pa pakken.

7. Advarsler og Forholdsregler

Kun for profesjonell in-vitro diagnostisk bruk.

Les ngye gjennom testprosedyren fgr testing.

Ikke bruk teksten etter utlgpsdatoen som er angitt pa
pakken.

Ikke bruk testen hvis emballasjen er skadd.

o lkke gjenbruk tester.

o |kke legg til prgvematerialet i reaksjonsomradet (resultat
omradet).

e For 3 wunngd forurensning og smitte, ikke rgr

reaksjonsomradet (resultat omradet).

Unngd tverrforurensning av prgver ved a bruke et nytt
prgveinnsamlingsrgr for hver prgve som tas.

Ikke erstatt eller bland komponenter fra forskjellige
testsett.

Ikke spis, drikk eller rgyk i omradet der prgver og testsett
handteres.

Bruk verneklzer som laboratoriefrakker, engangshansker og
vernebriller nar prgvene blir analysert.

Handter alle prgver som om de inneholder smittestoffer.
Observer etablerte forholdsregler for mikrobiologiske farer
giennom alle prosedyrer og standard retningslinjer for
korrekt avhandling av prgver.

Testsettet inneholder produkter av animalsk opprinnelse.
Sertifisert kunnskap om opprinnelse og/eller saniteer
tilstand av dyrene garanterer ikke fravaer av smittestoffer.
Det anbefales derfor at disse produktene behandles som
potensielt smittefarlig, og behandles i samsvar med vanlige
sikkerhetsregler (f.eks ikke svaelg eller innhaler).
Fortynningsvaesken inneholder natriumazid, som kan
reagere med bly eller kobbervann for & danne potensielt
eksplosive metallazider. Nar du kaster denne Igsningen,
skyll alltid med store mengder vann for & hindre acid
oppbygging. Unnga kontakt med gyne eller slimhinner. Ved
tilfeldig kontakt, skyll grundig med vann.

Fuktighet og temperatur kan pavirke testresultatene.
Brukt testmateriale skal kastes i henhold til
forskrifter.

lokale
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8. Prgvetaking og Klargjgring

Serum eller plasma (lithium or ammonium heparinate, EDTA)
Prgver bgr samles under standard laboratoriebetingelser (dvs.
aseptisk og pa en mate 3 unnga hemolyse).

Dersom testen skal utfgres innen 48 timer etter
prgveoppsamling, skal prgver lagres i kjpleskapet ved 2-8 °C.
Prgver bgr oppbevares frosset hvis testen skal utfgres etter
mer enn 48 timer etter prgveinnsamling. Frosne prgver ma
fullstendig tines, blandes grundig og tas med til
romtemperatur fgr testingen. Unnga repeterende fryse og tine
sykluser.

| tilfelle turbiditet, hgy viskositet eller tilstedeveerelse av
partikler i serumprgver, bgr de fortynnes med et likt volum
(V/V) fortynningsbuffer (ikke tilgjengelig, men tilgjengelig pa
forespgrsel) for testing.

9. Test Prosedyre

Ta testkassetten, bufferen, prgven og/eller kontrollene til

romtemperatur (15-30°C) fgr testing.

1. Fjern testkassetten fra den
forseglede emballasjen. Merk
det med pasientens navn eller
kontrollnummer.

2. Fyll engangspipett med serum-
eller plasmaprgven. Hold
pipetten  vertikalt, dispensér
1 drape (25 pL) av prgven i hver
prgvebrgnn (=).

3. Tilsett ngyaktig 6 draper (200 pl)
buffer til hver prgvebrgnn (=).

4. Les av test resultatet etter 10 -
15 minutter. Ikke tolk resultatet
etter mer enn 15 minutter.

10. Tolkning av resultatet

Positiv for IgG: > ) |

En farget linje vises i hvert

kontrolllinjeomrade 'C' og en ——

farget linje utvikles i ‘ ‘
—

testlinjegruppen 'T' for 1gG.

Positiv for IgM:

En farget linje utvikles i hver
kontrolllinjeomrade 'C' og en
farget linje utvikles i —
testlinjegruppen 'T' for IgM.

Positiv for IgG og IgM:

| tillegg til kontrolllinjene 'C' - g

utvikles en farget linje i hver ——

testlinjeomrade 'T' for IgG og IgM. — ‘_
(

Negativ:

En farget linje vises i hvert

kontrolllinjeomrade 'C'. Ingen

fargede linjer vises i testlinjene 'T'
for IgG og IgM. ‘
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Ugyldig:
Kontroll linjene 'C' vises ikke.
Resultater fra enhver test som
ikke har produsert kontroll linjer
ved den angitte lesetiden ma
kastes.

Utilstrekkelig prgvevolum, feil driftsprosedyre eller utlppte
tester er de mest sannsynlige arsakene til manglende
kontrollinje. Ga gjennom prosedyren og gjenta testen med en
ny testkassett. Hvis problemet vedvarer ma du slutte a bruke
testsettet umiddelbart og kontakte din forhandler.

11. Kvalitetskontroll

Intern kontroll:

En farget linje som vises i kontrolllinjegruppen "C" betraktes
som en intern prosesskontroll. Det bekrefter tilstrekkelig
prgvevolum og riktig prosedyreteknikk.

Ekstern kontroll:

Bruk av eksterne positive og negative kontroller anbefales for
a sikre riktig analysepavirkning.

12. Begrensninger

Resultatet som ble oppnas med NADAL® Lyme Borreliosis
18G/IgM Test, bgr ikke brukes som eneste metode for
diagnosering avLyme borreliosis.

Immunrespons kan veere forsinket hos infiserte pasienter. |
den innledende fasen (I) av sykdommen (6), som er preget
av utviklingen av erytem migrans, kan 1gM bare oppdages 2
til 6 uker etter bittet, og selv da bare i 40 til 60% av
tilfellene. I andre trinn (1), som tilsvarer utviklingen av akutt
nevroforlgse, pavises I1gM og IgG i 70 til 90% av tilfellene.
Derfor, hvis et negativt resultat ble oppnadd fgrste gang,
anbefales det & utfgre en annen test 4 til 6 uker senere for a
kontrollere antistoffnivaet. | tredje fase av sykdommen (lll),
som er preget av kronisk atrofisk akrodermatitt og Lyme
arthritis, er IgM og 1gG vanligvis detekterbare.

Noen faktorer, som for eksempel et veldig tidlig stadium av
infeksjon eller tidligere behandling av pasienten av
antibiotika, kan fgre til falske negative resultater. Dette
skyldes en lav anti-Borrelia IgM konsentrasjon som ikke kan
detekteres ved bruk av NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM
Test.

| noen tilfeller kan et positivt resultat oppnas pa grunn av
persistensen av 1gG eller 1IgM i mer enn 10 ar etter
behandling (7). Pa grunn av observerte kryssreaksjoner (se
tabell 2 for 1gG og tabell 8 for IgM i avsnittet
"Kryssreaksjoner og analytisk spesifisitet"), som med anti-
CMV-antistoffer for IgM, er det viktig a vaere forsiktig i den
endelige tolkningen av testresultatet som oppnas med
NADAL® Lyme Borreliosis IgG/IgM Test.

Antikropp niva kan variere, avhengig av pasienten som
testes. Forekomsten av antistoffer i totalpopulasjonen er
nar 3% til 5%, mens hos eksponerte personer (skogbrukere,
vandrere) kan antistoffer detekteres i 25% til 30% av
tilfellene (5).

Som med en hvilken som helst diagnostisk prosedyre, bgr
data oppnadd med NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test
evalueres av legen sammen med annen klinisk informasjon,
da pasienter som lider av borreliosis, kan ha symptomer
som ligner syfilis (4).
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NADAL® Lyme Borreliosis I1gG/IgM Test bgr brukes sammen
med alle kriterier, for eksempel den historiske
epidemiologiske situasjonen i regionen, pasientens
symptomer, samt testbegrensninger.

13. Ytelseskarakteristikk

Lyme IgG

Diagnostisk sensitivitet og spesifisitet

141 serumprgver fra forskjellige paneler av europeisk
opprinnelse forhandsanalysert ved EIA-metode (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin og Enzygnost Dade-Behring) ble
testet ved bruk av NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test.

Resultatene er presentert i tabellen nedenfor:

Tabell 1
Referanse metode (EIA)

a
@
z =
= o
£ X
S~
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Opptreden beregnes ut fra dataene i tabellen ovenfor som
folger:

Sensitivitet: 61/75 x 100 = 81%

Spesifisitet: 55/66 x 100 = 83%

Total overensstemmelse: (61+55)/(75+66) x 100 = 82%
Analytisk Spesifisitet

Serumprgver som inneholder hgye nivder av anti-Treponema
pallidum antistoffer, reumatoidfaktorer, anti-EBV, anti-CMV
eller antinuclear antistoffer ble testet ved bruk av NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test for a evaluere mulige
interferenser. Resultatene er presentert i tabellen nedenfor:
Tabell 2

Positive resultater oppnadd

Totalt nummer
med NADAL® Lyme

Borreliosis IgG/IgM Test (IgG)

Positive prgver

“

av prgver

Reumatoid faktor 2 30
-EBV antikropper L] 30

antinuklezere

1 30

antikropper

Totalt nummer av prgver 3 164

Resultatene viser at kryssreaksjoner kan forekomme med
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test hvis prgver inneholder

hgye nivder av reumatoidfaktorer eller antinuclezere
antistoffer. Den totale analytiske spesifisitet som oppnas ved
testing av disse potensielt forstyrrende eksempler, forblir
imidlertid 98,2% (161/164).

Interferens

Serumprgver som ble analysert ved ELISA-metode (Virotech)
ble spikket med humant hemoglobin (2,5 g/L), bilirubin
(0,3 g/L) eller triglyserider (10 g/L). Ved bruk av NADAL® Lyme
Borreliosis 1gG/IgM Test ble disse prgvene testet parallelt ogsa
uten a bli spiket.
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Resultatene presenteres i henholdsvis fglgende tabeller:
Tabell 3

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/1gM Test (IgG)
Eksempler titrert ved hjelp av
ELISA-metoden Henvisning Spiked med
Titer i uten 2,5g/L
UA/mL hemoglobin hemoglobin
(Cut-off )
98 (negativ) 58(>9)
positiv) 20,4(>9) + +
positiv) 47,5(>9) + +
Tabell 4

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgG)
Eksempler titrert ved hjelp av 5
Spiked
ELISA-metoden Referanse

Titeri tel o
uten
ser o 0,3g/Lav
Antall prgver UA/mL bilirubin L,
bilirubin
(Cut-off )

98 (negativ) 58(>9)
positiv) 20,4(>9) + +
positiv) 47,5(>9) + +
Tabell 5
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgG)
Eksempler titrert ved hjelp av Spiked
ELISA-metoden Referanse med
Titer in uten 10g/Lav
Antall prgver UA/mL triglycerides trigly-
(Cut-off ) cerides
98 (negativ) 58(>9)
positiv) 20,4(>9) + +
91 (sterk positiv) 47,5(>9) + +

Resultatene viser at hemoglobin, bilirubin og triglyserider ikke
forstyrrer NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test opp til
konsentrasjoner pa henholdsvis 2,5 g/, 0,3 g/l og 10 g/!I.

Lyme IgM

Diagnostisk sensitivitet og spesifisitet

251 serumprgver fra forskjellige paneler av europeisk
opprinnelse forhandsanalysert ved EIA-metode (miniVIDAS®
Biomérieux, Liaison Diasorin og Enzygnost Dade-Behring) ble
testet ved bruk av NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test.

Resultatene er presentert i tabellen nedenfor:

Referansemetode (EIA)

Tabell 6

14 82 96
153 98 251

Borreliosis
1gG/IgM Test

Opptreden beregnes ut fra dataene i tabellen ovenfor som
folger:
Sensitivitet: 139/153 x 100 =91%
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Spesifisitet: 82/98 x 100 = 84%
Total overensstemmelse: (139+82)/(153+98) x 100 = 88%

Diagnostisk sensitivitet

En studie ble utfgrt i et europeisk referanselaboratorium for
borreliosis ved bruk av serumprgver tilsvarende ulike kliniske
stadier av Lyme-sykdommen: stadium | preget av erytem
chronicum migrans (EM); stadium Il som svarer til utviklingen
av akutt nevroborreliosis (NB) og stadium Il karakterisert ved
kronisk atrofisk akrodermatitt (ACA) og lyme arthritis (LA).

Resultatene er presentert i tabellen nedenfor:
Tabell 7

DIASORIN Sensi-
Antall __

rever Borreliosis ELISA tivitet

k (cut off: %

1gG/IgM
>1,10)
Test (IgM)

EM 40 21 39 53,8
NB 19 2 13 15,4
ACA 31 3 17 17,6

Blant de testede prgvene viste 4 prgver av stadium |, 5 prgver
av fase Il og 7 prgver av fase lll et sveert svakt IgM positivt
resultat (titre under 1,5 x cut-off verdi).

Kryssreaksjoner og Analytisk Spesifisitet

Serumprgver som inneholder hgye nivder av anti-Treponema
pallidum antistoffer, reumatoidfaktorer, anti-EBV, anti-CMV
eller antinuclear antistoffer ble testet ved bruk av NADAL®
Lyme Borreliosis 1gG/lgM Test for & evaluere mulige
interferenser. Resultatene er presentert i tabellen nedenfor:

Tabell 8

Positive resultater oppnadd
med NADAL® Lyme

" Totalt nummer

Positive prgver e

Borreliosis IgG/IgM Test
(1gM)

Syfilis 53

Revmatoid Faktorer 30

1
anti-EBV antikropper 3 30
9

anti-CMV antikropper 30

antinuklezere
antikropper

Totalt nummer av prgver 23 173

Resultatene viser at kryssreaksjoner kan forekomme med
NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test hvis prgver inneholder
hgye nivaer av reumatoidfaktorer, anti-Treponema pallidum
antistoffer eller antinucleare antistoffer. Den totale analytiske
spesifisitet som oppnas ved testing av disse potensielt
forstyrrende eksempler, forblir imidlertid 86,7% (150/173).
Interferens

Serumprgver som ble analysert ved hjelp av forskjellige ELISA-
metoder (Diasorin, Euroimmun) ble spiked med humant
hemoglobin (5 g/L), bilirubin (0,3 g/L) eller triglyserider
(30 g/L). Ved bruk av NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test
ble disse prgvene testet parallelt ogsd uten a bli spiket.

av prgver

4 30
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Resultatene presenteres i henholdsvis fglgende tabeller:
Tabell 9

NADAL® Lyme Borreliosis

1gG/IgM Test (IgM)
Eksempler titrert ved hjelp av
ELISA-metoden Henvisning
Titer in uten
UA/mL oglobin
(Cut-off )

19 (negativ) 6,9 (>22)

43 (svak positive) 1,6 (>0,8) + +

positiv) 5,6 (>0,8) + +
Tabell 10

NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/IgM Test (IgM)
Eksempler titrert ved hjelp av
ELISA-metoden Referanse

Titeri uten
Antall prgver UA/mL bilirubin
(Cut-off)

19 (negativ) 6,9 (>22)

Spiked
med
0,3g/Lav
bilirubin

43 (svak positive) 1,6 (>0,8) + +
39 (sterk positiv) 5,6 (>0,8) + +
Tabell 11
NADAL® Lyme Borreliosis
1gG/1gM Test (IgM)
Eksempler titrert ved hjelp av )
Spiked med
ELISA-metoden Referanse
— 30g/Lav
Titer in uten N
) ) trigly-
Antall prgver UA/mL triglycerides .
cerides
(Cut-off )
19 (negativ) 6,9 (>22)
43 (svak positive) 1,6 (>0,8) + +
39 (sterk positiv) 5,6(>0,8) + +

Resultatene viser at hemoglobin, bilirubin og triglyserider ikke
forstyrrer NADAL® Lyme Borreliosis 1gG/IgM Test opp til
konsentrasjoner pa henholdsvis 5 g/l, 0,3 g/l og 30 g/I.

Effekt pa fryse-tine sykluser

Negative, svake positive og sterke positive anti-Borrelia 1gM
serumprgver som har gjennomgatt 3 fryse-tine-sykluser, viste
ikke noen effekt pa testresultatene.
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