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EUROIMMUN - systémy pro diagnozu borreliozy Westernblotem

P

e Vsouladus doporuc¢enim Némecké spolecnosti pro hygienu a mikrobiologii

e Celkovy extrakt antigent borrelie- jeho uziti je o vice nez 23 % citlivéjsi nez uziti smési
rekombinantnich antigenti

e Kromé toho nové identifikovany hlavni antigen borrelie VISE, jehoz uziti zvysuje citlivost testu o
dalsich 20 %

e Okamzité vyhodnoceni: anti- borrelia IgG a IgM

e EUROIMMUN: Odbornik na sérologii borrelidzy!

e Vysoce diferencované spektrum vyrobki zahrnujici ELISA, IIFT, Westernblot a EUROLINE-WB,
k dispozici substraty Certifikované podle EN ISO 9001/ EN 46001/ EN ISO 13485 antigent pro
vSechny druhy borrelie
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Anti-Borrelia EUROLINE —WB - optimalni diagnostika s celkovym extraktem
antigeni Borrelie plus VISE
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Anti-Borrelia EUROLINE-WB

EUROLINE-WB- vyznamny pokrok v diagnostice protilatek

V systému bloti ,.line blot“ EUROLINE se vycisténé, biochemicky charakterizované antigeny nanesou v paralelnich liniich na definovana mista membrany.
Reakce lze snadno vyhodnotit, ale spektrum uzitych antigentl je ¢asto omezeno. Klasické westernblotové systémy pouzivajici nativni antigeny poskytuji kompletni
spektrum antigenti kultivovanych bunék, tkani, ¢i infekénich agens, kdy jednotlivé proteiny jsou elektroforeticky rozdéleny podle velikosti. AvSak velké mnozstvi
antigenti na prouzcich membrany znesnadiiuje vyhodnoceni membrany, protoze jednotlivé antigeny lezi ¢asto velmi blizko sebe. EUROLINE-WB kombinuje
vyhody obou metod: k okamzitému pouziti pfipravené westernblotové prouzky jsou vybaveny EUROLINE membranovymi ¢ipy, které jsou pfipraveny na zakladé
bud’ nativnich, afinitni chromatografii ciSténych antigend, nebo rekombinantnich antigeni. Pro kazdy antigen byla vybrana nejvhodnéj$i membrana a také

nejvhodnéjsi ,, koutovaci“ postup.

Proc¢ je VISE jeSté navic vyuZivan jako rekombinantni antigen?

Ze studie provedené v ustavu Max von Pettenkofera (German Borrelia Reference Centre
— Némecka referencni laboratof pro vyzkum Borrelia) vyplyva, ze dodatecnym urcenim
protilatek proti VISE se zvySi ucinnost testu o 20 % ve srovnani s pouZitim
westernblotového testu pracujiciho s celkovym extraktem antigenii a o 30 % ve
srovnani s westernblotovym testem vyuzZivajicim rekombinantni antigeny. Ze vSech
testovanych rekombinantnich antigend, VISE poskytuje nejvyssi citlivost pii detekci
borreliové infekce (Schulte-Spechtel et al., J.Clin.Microbiol. 41: 1299-1303, 2003).
Tyto vysledky byly potvrzeny i interni studii (Meyer et al., védecka prezentace vysledki
na 32. Kongresu Némecké revmatologické spolecnosti, Frankfurt, 2003). Pres 85 % IgG
pozitivnich sér bylo okamzité identifikovano pomoci uréeni reakce s prouzkem VISE.
VISE umoziuje detekce vSech druhti Borrelii a riziko faleSné negativni reakce
zpisobené rozdily v druhu Borrelii je desetkrat mensi.

Pouzity antigen

Pozitivni reakce u
pacientii s

neuroboreliézou
Rekombinantni VISE 83, 3%
Extrakt celkovych antigenti 63,8%
Smés rekombinantnich 52,7 %

antigend:
P83/100, p39, p41, OspC,

Ospl7, p58

Kvalitativni znaky EUROIMMUN anti-Borrelia EUROLINE-WB (celkové antigeny + VISE)

+ | Provedeni testu |
Jednoduché vyhodnoceni bez nerozhodnych vysledki l
Extrakt celkovych antigenll Borrelia: vysoka citlivost, véetné erstvych infekci + IgM konjugét
VISE antigen: vysoka citlivost pro vSechny druhy Borrelia + ! —]
+ Zobrazeni Bez prouzku
Vysoce specificka reakce IgM s OspC, zdravi darci krve negativni OspC VISE a OspC
prouzku
Okamzité identifikace 85 % IgG pozitivnich sér (VISE) + ‘
Identifikace atypickych pozitivnich reakci (kompletni spektrum antigent) + Borrelia IgM VVZ‘;‘I’é"I,gﬁe""
+ pozitivni prouzki
Kvalita v souladu s DGHM doporuc¢enimi

Vyhodnoceni anti-Borrelia EUROLINE -WB

Nasledujici EUROIMMUN testovaci systémy obsahuji hlavni antigen Borrelie VISE: Anti-VISE ELISA (objednaci ¢islo: EI 2132-9601-1G nebo M) a Anti-
Borrelie EUROLINE-WB (objednaci ¢islo: DY 2131-1601-1G nebo M). Vyhodnocovaci systtm EUROLineScan, vyvinuty EUROIMMUN, poskytuje plné

automatické vyhodnoceni westernblotovych prouzkii a dokumentaci vysledkii.
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Nové identifikovany VISE- hlavni antigen pro sérologii borrelie

Co je to VISE a jaka je jeho funkce?

VISE (variable major protein-like sequence, expressed = exprimovana sekvence podobna sekvenci hlavniho variabilniho proteinu) je nové charakterizovany
povrchovy protein Borrelia burgdorferi. Jeho vyznam pro sérologickou diagnostiku borreliozy byl az do nedavné doby piehlizen. VISE hraje klicovou roli ve
strategii preziti borrelie. Po vniknuti do hostitelského organismu borrelie neustdle méni svoje povrchové exprimované VISE a touto cestou se snazi uniknout

rozpoznani a eliminaci imunitnim systémem.

VISE protein se déli na nékolik ¢asti: chranéné (conserved) Casti, které
slouzi jako transmembranové domény a kotva pro VISE v bakterialni
membrané, a dale na variabilni a konstantni oblasti. Variabilni ¢asti VISE
jsou nasmérovany ven a jsou neustale ménény rekombinaci (viz nize), ¢imz
se zasahujici imunitni systém setkava neustdle snovymi, pozménénymi
antigennimi epitopy. Konstantni oblasti jsou maskovany variabilnimi
imunitniho systému. Jakmile je mrtvé bakterie borrelie zpracovana antigen-
prezentujicimi bunikami, je také kompletni VISE protein prezentovan
imunitnimu systému a hostitelsky organismus tvofi protilitky proti
konstantnim a konzervovanym oblastem VISE. Tyto protilatky nemohou
reagovat s borreliemi in vivo, protoze specifické epitopy jsou maskovany,
ale jsou velmi vhodné pro diagnézu Borreliézy, protoZe jsou zaméreny
proti vysoce konzervovanym cilovym antigeniim.
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Enzymoimunologickymi testy (ELISA, EUROLINE-WB) Ize Lymskou
borreliozu diagnostikovat v 85 % ptipadl, bez ohledu na druh, protoze se
detekuji protilatky proti samotnému VISE.

VISE na povrchu Borrelie

Jak se generuje variabilita VISE variabilnich oblasti?

Pro ptipravu VISE proteinu slouzi sekvence DNA Borrelie obsahujici 15 az 20 ,,kazet* tak zvanych variabilnich, hlavnimu proteinu podobnych sekvenci (variable
major protein-like sequence (vls ), které slouzi jako knihovna genetické informace. Kazda ,kazeta” je tvofena 12 sekcemi genu: Sesti konstantnimi oblastmi
(znaCeno Cerven€) a Sesti variabilnimi oblastmi (znaceno zelen¢). Kombinovanim riznych elementl téchto ,kazet™ (tak zvanou rekombinaci) vznikd témef
nekonecny pocet povrchovych proteint lisicich se ve svych variabilnich oblastech. DNA, ktera je sestavena z jednotlivych kazet a vyuziva se pro syntézu proteint,
se nazyva VISE (E = exprimovand). Muze obsahovat také transmembranové domény VISE proteinu. VISE je exprimovana vylu¢né in vivo; kultivované Borrelie
tento antigen neobsahuji.

Literatura: Lawrenz et al., J.Clin. Microbiol. 37: 3997-4004 (1999); Eicken et al., J.Biol.Chem. 277; 21691-21696(2002)
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Rekombinace a exprese VISE
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Hlavni znaky tradi¢énich EUROIMMUN anti-borrelia Westernbloti
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Borrelia burgdorferi

Monoklonalni referenéni protilatka — specifické antigeny
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Borrelia garinii

Jakou roli hraji westernbloty v diagnostice borreliozy?
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Borrelia afzelii

Westernbloty umoziuji sérologické urceni protilatek proti lidskym patogennim druhiim borrelie. Tyto druhy zahrnuji B.burgdorferi, B.garinii a B.afzelii.
Némecka spoleénost pro hygienu a mikrobiologii (Deutsche Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie, DGHM), Ustav Roberta Kocha (Berlin) a Centrum pro
kontrolu nemoci (Atlanta, USA) doporucuji pro sérologickou diagnostiku Lymské borreliozy dvoukrokovou strategii: nejprve se provadi screeningovy test
pomoci ELISA nebo neptimé imunofluorescence (IIFT), ktery by mél vykazovat vysokou citlivost. Ke kontrole specifity, pozitivnich a hrani¢nich reakei by se
poté me¢l pouzit westernblot. _U Cerstvych infekci (ranych stadii) se doporucuje provedeni ELISA/IIFT a westernblotu paralelné, protoze nékteré slabé reakce

byvaji detekovany diive pomoci westernblotu nez pomoci screeningovych testi.

Kbvalitativni znaky tradi¢énich EUROIMMUN anti-borrelia westernbloti

EUROIMMUN westernbloty spliiuji poZadavky Némecké spolecnosti pro hygienu a mikrobiologii (Wilske et al., Lyme Borreliosis: Duality Standards for the

Microbiological Diagnosis of Infectious Diseases (MiQ 12/200):

. Celkovy extrakt antigeni borrelie - nezbytny pfedpoklad pro v¢asnou identifikaci ¢erstvych infekei

Jasné oddéleni specifickych a nespecifickych prouzki antigent

Pozitivni a negativni kontrolni séra jsou na pozadani k dodani.

Charakterizace v§ech diagnosticky vyznamnych prouzkti pomoci monoklonalnich referen¢nich protilatek
Vysoce specificka detekce IgM pomoci OspC- zadné falesné pozitivni reakce s krvi darct
Specifické vyhodnocovaci $ablony, pfizpisobené kazdému jednotlivému kitu (souprave)

Jasna Klasifika¢ni kritéria pro pozitivni reakce- reakce alespon jednoho (IgM) nebo alespon dvou (IgG) specifickych prouzki

Extrakt celkovych antigent nebo rekombinantni antigeny?

Westernblotové systémy s vyluéné rekombinantnimi antigeny jsou snaze
vyhodnotitelné a vedly tak na nékterych klinikach k opusténi westernblotii
vyuzivajicich celkové antigeny. AvSak westernbloty s rekombinantnimi
antigeny vykazuji o 23 % niZsi citlivost (Wilske et al., Med.Microbiol.
Immunol. 188: 139-144, 1999), zvlasté u Eerstvych infekei. Nejsou proto pro
spolehlivou diagnostiku borreliozy doporudeny. Jednotlivé rekombinantni
antigeny vSak mohou dopliovat westernblot s celkovymi antigeny. Dodatecné
uziti nové identifikovaného hlavniho antigenu borrelie VISE pfivedlo znovu do
poptedi zajmu westernblot vyuzivajici celkové antigeny pii klasickém
vyhodnocovani.

ODYNEX

Citlivost n Westernblot Rekombinantni
s celkovymi antigeny westernblot
Erythema migrans 66 33,3% 10,6%
Neuroborreliosis (stadium II) | 42 57,1% 45,2%
Pozdni stadium borreliozy 39 100% 97,4%
Kontrolni skupina’ 139 2,2% 2,2%

' Uzité rekombinantni antigeny:

p83/100, p39, p4li, OspCl17, pS8

% 118 darci krve, 11 syfilitickych pacienti , 10 pacientii pozitivnich na

revmatické faktory
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