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Liquordiagnostik mit den Borrelia ViraChip® IgG und IgM Test Kits

Gebrauchsanweisung C €

1. Aligemeine Ubersicht

Die Borreliose umfasst ein weites Spektrum verschiedener klinischer Erscheinungen und wird in unterschiedliche Stadien eingeteilt.

Im Stadium 1 mit frith lokalisierter Infektion tritt am haufigsten das Erythema migrans auf. Lymphozytome oder Allgemeinsymptome wie
Krankheitsgefiihl, Arthralgien, Myalgien und leichte Temperaturerhdhungen kénnen ebenfalls vorkommen.

Im Stadium 2 mit disseminierter Infektion sind neben dem Erythema chronicum migrans, den Multiplen Erythemata migrantia vor allem
neurologische Symptome am haufigsten.

Im Stadium 3 mit persistierender spater Infektion betrifft dies in der Regel die Haut, Gelenke und das Nervensystem.

Die neurologischen Symptome bei einer Borrelieninfektion kénnen vielfaltig sein und treten auch bei anderen Erregern auf. Die
differentialdiagnostische Abklarung einer Neuroborreliose ist deshalb zur Einleitung der geeigneten Therapie notwendig.

Bedeutung des Nachweises von Borrelien-Antikorpern im Liquor

Im Verlauf einer Borrelieninfektion des Zentralnervensystems (ZNS) sollten im Liquor intrathekal gebildete Borrelien spezifische Antikdrper
(AK) nachgewiesen werden kénnen. Als Methoden haben sich Immunoassays wie ELISA, CLIA, IFT, der Immunoblot und Microarray
etabliert.

Neben dem Nachweis einer lokalen Borrelien spezifischen Antikérpersynthese im ZNS muissen zur Beurteilung des Vorliegens einer
Neuroborreliose weitere Laborparameter und klinische Daten berticksichtigt werden. Detaillierte Angaben hierzu sind bei Reiber (2), Tumani
(3) und in der S3 Leitlinie zur Neuroborreliose (8) beschrieben.

Stérung der Blut-Hirn-Schranke

Bei Gesunden gelangt aufgrund der geringen Permeabilitdt der GefaRwande kaum Protein aus dem arteriellen Blut in den Liquorraum, es
besteht eine Blut-Hirn-Schranke. Die Proteinkonzentration im Blut ist um ein Vielfaches héher als im Liquor. Im Falle eines entziindlichen
Prozesses kann die Blut-Hirn-Schranke gestort sein, dann gelangen vermehrt Serumproteine, also auch Antikérper, passiv in den
Liquorraum. Auch durch Verschleppung bei der Liquorentnahme kénnen Proteine in den Liquor geraten (6).

Bestimmung von intrathekal gebildeten Antikérpern im Liquor

Zur Abklarung einer Borrelien-Infektion im ZNS muss die Konzentration der tatsachlich intrathekal gebildeten Antikdrper ermittelt werden.
Dazu muss eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke ausgeschlossen werden. Als Maf fiir intrathekal gebildete Antikorper bzw. fir eine Stérung
der Blut-Hirn-Schranke gilt der Antikorper Index (Al) (6).

Die Hohe des Al gibt Aufschluss dariiber, ob die im ZNS gemessenen spezifischen Antikdrper passiv aus dem Blut in den Liquor gelangt
sind oder ob es sich um intrathekal gebildete Antikdrper handelt. Unabhangig von der Antikdrper-Klasse spricht ein Al = 1,5 fir eine
intrathekale AK-Synthese. Der Normbereich des Al liegt zwischen 0,6 und 1,4 (9). Doch weder der alleinige Nachweis von Antikdrpern im
Liquor noch der Vergleich von Serum- und Liquorantikérper-Titern erlauben eine Aussage.

Prinzip der Probenuntersuchung auf intrathekal gebildete Antikorper
Es missen immer eine Serum- und eine Liquorprobe des Patienten im gleichen Testansatz gemeinsam untersucht werden. Die beiden
Proben sollten von demselben Abnahmetag stammen:

Ablauf

1. Bestimmung der Konzentrationen der Referenz-Proteine IgGgesamt und Albumin sowohl mit der Liquorprobe als auch in der zugehérigen
Serumprobe. AnschlieRend erfolgt mit dem ViraChip®-Liquortool oder in der ViraChip® Software die Berechnung der Verdinnung fiir
das auf Liquorproteinmengen einzustellende Serum.

2. Bestimmung der Borrelien spezifischen Antikdrperkonzentrationen IgGspe; Mit dem Borrelia ViraChip® im Parallelansatz im Liquor und im
entsprechend auf Liquorproteinmengen verdiinnten Serum.

3. Berechnung des Antikérper-Index, der ein MaR fur die lokal im ZNS gebildete Borrelien-Antikérperkonzentration ist.

2. Materialien
Fir den Nachweis von intrathekal gebildeten Antikérpern werden je eine Serum- und eine Liquorprobe (Liquor cerebrospinalis, CSF) des
Patienten bendtigt.

Probenmenge: Pro Patient und Ig-Klasse je ca. 10 yl Serum und 50 pl Liquor

Test Kits: Best.Nr. V-BSCGOK Borrelia ViraChip® IgG Test Kit
Best.Nr. V-BSCMOK Borrelia ViraChip® IgM Test Kit
Best.Nr. V-BSCGDK Borrelia ViraChip® IgG Deca Kit
Best.Nr. V-BSCMDK Borrelia ViraChip® IgM Deca Kit

Kitinhalt, Haltbarkeit, Lagerung und Vorbereitung der Reagenzien ist der Borrelia ViraChip® IgG bzw. Borrelia ViraChip® IgM
Gebrauchsanweisung fir Serumproben zu entnehmen.
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3. Berechnung des Antikorper Index (Al)
Als ,Antikdrper Index* wird in der Regel der ,IgG Antikdrper Index” bezeichnet, wobei auch IgM und IgA Antikdrper Indizes berechnet und
interpretiert werden kénnen.

Die Hohe des Al gibt Aufschluss dariiber, ob die im ZNS gemessenen spezifischen Antikdrper passiv aus dem Blut in den Liquor gelangt
sind oder ob es sich um intrathekal gebildete Antikérper handelt.

Unabhangig von der Antikérper-Klasse spricht ein Al = 1,5 fir eine intrathekale AK-Synthese. Der Normalbereich des Al liegt zwischen 0,6
und 1,4.

Berechnung der Ausgangsdaten

Grundlage fiir die Berechnung des Al ist Berechnung verschiedener Quotienten (Q), die jeweils durch Division der Liquor-Werte (z.B. 19Gspez
(Liquor)) durch die analogen Serum-Werte (z.B. 1gGspez (Serum)) erhalten werden.

Achtung: Bitte Mengeneinheiten beachten: Liquor-Proteine werden in der Regel in mg/l angegeben, Serum-Proteine dagegen in g/l.

1. Qugc_spez = (IgGspez (Liquor)*Verdiinnungsfaktor Liquor) / (IgGspez (Serum)*Verdiinnungsfaktor Serum)
Qigm_spez = (IgMspez (Liquor)*Verdiinnungsfaktor Liquor) / (IgMspez (Serum)*Verdlinnungsfaktor Serum)
Quga_spez = (IgAspez (Liquor)*Verdiinnungsfaktor Liquor) / (IgAspez (Serum)*Verdiinnungsfaktor Serum)

2. QIgGigesamt = |gGgesamt (Liquor) / |gGgesamt (Serum)
QIgMigesamt = |gMgesamt (Liquor) / IgMgesamt (Serum)
QIgA_gesamt= |gAgesamt (Liquor) / |gAgesamt (Serum)

3. Qan = Albumin (Liquor) / Albumin (Serum)

Fir die Berechnungen des Al, muss zwischen zwei Fallen unterschieden werden:
1. Der Qug_gesamt liegt im Normbereich
2. Der Qug_gesamt ist erhoht

Wobei ng_gesamt wahlweise QIgG_gesamt, QIgM_gesamt bzw. QIgA_gesamt ist.

Berechnung des Normbereiches
Um festzustellen, ob der Quig_gesamt im Normbereich liegt oder nicht, wird dieser Wert mit dem Grenzwert Qim_ig verglichen. Die Berechnung
dieses Grenzwertes erfolgt nach folgenden Formeln:

FirlgG:  Qimigs = 0,93\/ Qar2 + 6x 108-1,7 x 103
FarIlgM:  Qim_igm = 0,67 V Qai? + 120 x 10-7,1 x 103
Fir IgA: Qim 1ga = 0,77 \/ Qan? + 23 x 106 - 3,1 x 103

Berechnung des Al
- Wenn Qig_gesamt < Qiim_ig dann berechnet sich der Al folgendermalien:

Al = ng_spex / ng_gesamt

- Wenn Qig_gesamt > Qiim_ig dann berechnet sich der Al folgendermalien:

Al = ng_spez / Qlim_lg

4. Berechnung der Probenverdiinnung

Durch entsprechende Verdinnung der Serumprobe muss ein Proteingleichgewicht zwischen Serum- und Liquorprobe eingestellt werden.
Erst dann sind vergleichende Aussagen zu Spottripletts und ihren Intensitaten diagnostisch relevant. Ein Vergleich der Spotmuster oder ggf.
ein Vergleich der Spotintensitaten kann auf mégliche intrathekal gebildete Antikérper schlieRen lassen.

Berechnung der Ausgangsdaten

Zur Abklarung, ob eine intrathekale Antikérpersynthese, mit oder ohne Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt, muss die Konzentration von
Albumin und 1gGgesamt und/oder IgMgesamt in derselben Serum- und Liquorprobe bestimmt werden, die auf Borrelien-Antikdrper untersucht
werden soll.
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Aus diesen Werten werden die entsprechenden Quotienten (Q) gebildet, die jeweils durch Division der Liquor-Werte (z.B. IgGgesamt (Liquor))

durch die analogen Serum-Werte (z.B. IgGgesamt (Serum)) erhalten werden.

Achtung: Bitte Mengeneinheiten beachten: Liquor-Proteine werden in der Regel in mg/l angegeben, Serum-Proteine dagegen in g/l.
QIgG_gesamt = |gGgesamt (Liquor) / |gGgesamt (Serum)

QIgMigesamt = |gMgesamt (Liquor) / IgMgesamt (Serum)
QIgAﬁgesamt = |gAgesamt (Liquor) / IgAgesamt (Serum)

Berechnung der Serumverdiinnung

Liquorverdiinnung x Serumvolumen (ul) / Qig_gesamt = bendétigtes Volumen an Probenpuffer (ml)

Fir die Liquorverdinnung wird empfohlen, eine 1:2 Verdinnung anzusetzen: 50 pl Liquor und 50 pl Probenpuffer. Demnach wéare
exemplarisch der Wert 2 bei ,Liquorverdiinnung® zu verwenden.

Fir das eingesetzte Serumvolumen wird empfohlen mindestens 5 pl Serum zu verwenden. Demnach ware exemplarisch der Wert 5 bei
~Serumvolumen® zu verwenden.

Vorbereiten der Serum- und Liquorproben

1. Verdiinnen der Serumproben
Serum mit Probenpuffer verdiinnen, die Verdinnung wird, wie unter Punkt 4 erldutert, berechnet. Die Berechnung kann mit dem
ViraChip®-Liquortool oder der ViraChip® Software durchgefiihrt werden. Das entsprechend auf Liquorproteinmengen verdiinnte Serum
wird im ViraChip® Ansatz direkt als verdiinnte Probe eingesetzt:
100 pl dieser Verdinnung fiir die Probeninkubation in die entsprechende ViraChip® Kavitat geben.

2. Verdiinnen der Liquorproben
Empfohlen wird eine 1:2 Verdiinnung von Liquor in Probenpuffer:
50 pl Liquor + 50 pl Probenpuffer.
100 pl dieser Verdinnung zur Probeninkubation in die entsprechende ViraChip® Kavitat geben.

5. Testdurchfiihrung
Die verdiinnten Serum- und Liquorproben gem&R der Borrelia ViraChip® IgG bzw. Borrelia ViraChip® IgM Gebrauchsanweisung fiir
Serumproben parallel ansetzen.

6. Auswertekriterien
Die Auswertung der Liquor-/Serumpaare erfolgt mit der ViraChip® Software. Dabei werden die Intensitaten der Spottripletts von Liquor und
Serum verglichen und die Antikdrperindices fiir jedes Spottriplett berechnet.

Auftretende Spottripletts Ergebnis Beurteilung

Antikérperindex mindestens eines

Spottripletts ist groRer oder gleich Positiv Intrathekal gebildete Borrelien-Antikrper nachweisbar.
1,5

Kein Liquor-Spottriplett das
mindestens einen Antikérperindex Negativ
von 1,5 aufweist

Kein Hinweis auf intrathekal gebildete Borrelien-Antikorper. Ein
negatives Ergebnis schlief3t eine Neuroborreliose nicht aus.

Hinweis: Bei geséattigten Signalen sollten die Liquor- und Serumproben weiter verdinnt werden, bspw. 1:4, bis die Intensitaten der Liquor-
Spottripletts nicht mehr in der Sattigung liegen. AnschlieRend muss die Bewertung erneut durchgefiihrt werden.
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