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1. Finalidad de la prueba

La Borrelia afzelii+VIsE 1gG ELISA (cepa PKo) sirve, como ensayo de busqueda (screening test), para la detecciéon
semicuantitativa y cualitativa de anticuerpos IgG contra Borrelia burgdorferi sensu lato en el suero humano, permitiendo a la
vez, por medio de una investigacion paralela de pares de suero de liquido cefalorraquideo, aportar una prueba cuantitativa
de sintesis de anticuerpos IgG e IgM propios del SNC.

2.  Principio de la prueba

El anticuerpo buscado en el suero humano forma un complejo inmune con el antigeno fijado en la placa de microtitulacion.

Las inmunoglobulinas no ligadas son eliminadas mediante procesos de lavado. El conjugado enzimatico se liga al citado

complejo. Las inmunoglobulinas no ligadas son de nuevo eliminadas mediante procesos de lavado. Tras la adicion de la

solucién de sustrato (TMB), la actividad enzimatica (peroxidasa) da lugar a un pigmento azul, que adopta un color amarillo
después de afadir la solucion de paro.

3. Contenido

31 Contenido (kit de ensayo IgG)

No ok wDdN=

de proteinas y conservante en tampon Tris, listo para utilizar

®

Solucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB 3,3,3°,5,5°), 11ml, lista para utilizar

9. Solucién de paro de citrato, 6ml, contiene una mezcla de acidos

3.2 Contenido (patrones IgG para liquido cefalorraquideo)
Patrones ELISA IgGde Borrelia para la cuantificacion de las concentraciones de anticuerpos especificos contra patégenos

1 placa de microtitulacion, que consta de 96 cavidades individuales separables recubiertas con antigeno liofilizado
Tampén de dilucion PBS (azul, listo para utilizar), 2x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20

Tampén de lavado PBS (concentracion 20x), 50 ml pH 7,2, con conservante y Tween 20

Control negativo para IgG, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control cut-off para IgG, 2000pul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Control positivo para IgG, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
Conjugado IgG (anti-humano), 11ml, conjugado de peroxidasa de rabano picante (ovino o cabra) con estabilizadores

determinados, 4 frascos con 1000 pl cada uno, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listos para
usar, 100 UMA; 25 UMA; 6,2 UMA; 1,5 UMA (UMA = unidades de medicién arbitrarias).

4. Conservacion y plazo de caducidad del kit de ensayo y de los reactivos listos para utilizar

Conserve el kit de ensayo a 2-8°C. El plazo de caducidad de cada componente figura en la correspondiente etiqueta; el plazo
de caducidad del kit puede consultarse en el certificado de control de calidad.

1. Una vez separados los pocillos individuales necesarios conserve los restantes pocillos / tiras en la bolsa cerrada con

desecante a una temperatura de 2-8°C. Los reactivos deben volverse a guardar a 2-8°C inmediatamente después de su

uso.

2. El conjugado listo para utilizar y la solucién de sustrato TMB son fotosensibles y deben conservarse en la oscuridad. Si
la solucién de sustrato se tifie por efecto de la luz, debe desecharse.

3. Extraiga Uunicamente la cantidad de conjugado listo para utilizar o de TMB necesaria para la prueba. El exceso de
conjugado o TMB extraido no debe devolverse, sino que debe ser desechado.

Material Estado Almacenamiento Durabilidad
Muestras de analisis d_iIui(j|a§ de +2 hasta +8°C max. 6h
sin diluir de +2 hasta +8°C 1 semana
Controles tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Placa de de +2 hasta +8° (almacenamie_nto en
L L tras la apertura la bolsa suministrada con bolsita de 3 meses
microtitulacion
secante)
Absorbente del factor sin diluir, tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
reumatoide diluido de +2 hasta +8°C 1 semana
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Conjugado tras la apertura de +2 hasta +8 (‘i u(;))rotegldo contra la 3 meses
Tetrametilbencidina de +2 hasta +8°C (protegido contra la
tras la apertura 3 meses
(TMB) luz)
Solucién de parada tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Solucién de lavado tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
dilucion final (lista para el uso) de +2 hasta +25°C 4 semanas

5. Medidas de precaucion y advertencias

1. Como sueros de control sélo deben utilizarse sueros que hayan dado resultado negativo en las pruebas de anticuerpos
VIH1, anticuerpos VIH2, anticuerpos VHC y antigeno de superficie de la hepatitis B. En cualquier caso, todas las
muestras, muestras diluidas, controles, conjugados y tiras de microtitulacion deben considerarse como material
potencialmente infeccioso y manipularse con las correspondientes precauciones. Deberan seguirse las correspondientes
directrices para trabajos de laboratorio.

2. Los componentes que contienen conservante, asi como la solucion de parada de citrato y la TMB, son irritantes para la
piel, los ojos y las mucosas. En caso de contacto, lave inmediatamente la parte afectada con abundante agua y acuda al
médico si fuera necesario.

3. Los materiales utilizados deberan eliminarse segun la normativa de eliminacién de residuos de cada pais.

6. Material adicional necesario (no suministrado)

Agua destilada/desionizada

Pipeta multicanal 50ul, 100pl

Micropipetas: 10ul, 100ul, 1000yl

Tubos de ensayo

Servilletas de celulosa

Cubierta para placas ELISA

Recipientes para residuos infecciosos

Aparato de lavado manual para ELISA o aparato de lavado automatico para placas de microtitulacién
Espectrofotémetro para placas de microtitulacion con filtro de 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm)
Estufa de incubacion

© © NGO, O®DN =~
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7. Realizacién de la prueba

El cumplimiento exacto de las instrucciones es el requisito previo para obtener resultados correctos.

71 Material de muestra
Como material de andlisis es posible utilizar suero o plasma (sin importar el tipo de anticoagulantes), aunque en el prospecto
s6lo se mencione el suero.
Las diluciones de pacientes siempre deben prepararse frescas.
Para un almacenamiento mas prolongado, los sueros deben congelarse. Evitese una descongelacion repetida.
1. Sélo deben utilizarse sueros recientes no inactivados.
2. No deben emplearse muestras hiperlipémicas, hemoliticas o con contaminacién microbiana ni sueros que presenten
turbidez (riesgo de falsos positivos o negativos).

7.2 Preparacion de los reactivos
El sistema de diagnéstico de VIROTECH ofrece una gran flexibilidad al permitir el uso de los mismos tampones de dilucién y
lavado, TMB, solucion de paro de citrato y conjugado para todos los parametros y lotes. Los controles listos para utilizar
(control positivo, control de nivel de corte, control negativo) son especificos para cada parametro y deben emplearse
exclusivamente con el lote de placas indicado en el certificado de control de calidad.

1. Seleccione una temperatura de 37°C en la estufa y cerciérese de que se ha alcanzado dicha temperatura antes de
comenzar la incubacion.

2. Deje que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de abrir el envase con las tiras de prueba.

3.  Agite bien todos los componentes liquidos antes de su uso.
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4. Completar el concentrado de solucién de lavado a 1 litro con agua destilada/desionizada (en caso de una eventual
formacion de cristales en el concentrado, éste debe llevarse a temperatura ambiente antes de la dilucion, agitandolo bien
antes del uso).

7.3  Realizacién de la prueba ELISA de VIROTECH
1. Para cada prueba, pipetee 100ul del tampon de dilucion listo para utilizar (valor cero), del control negativo, del control
cut-off y del control positivo para IgG, asi como de los sueros de paciente diluidos. Recomendamos ensayar duplicados
en cada caso (valor cero, controles y sueros de paciente); en el caso del control cut-off, la preparacion de duplicados
imprescindible. Dilucién de trabajo de los sueros de paciente: 1+100; p.ej. 10ul de suero + 1ml de tampon de dilucion.
2. Tras el pipeteado tiene lugar la incubacion a 37 °C (con cubierta) durante 30 min.
El periodo de incubacion finaliza con 4 lavados utilizando cada vez 350-400ul de solucién de lavado por cavidad. No deje
solucién de lavado en los pocillos: retire los ultimos restos de liquido sacudiendo sobre una superficie de celulosa.
Pipetee en todas las cavidades 100yl del conjugado listo para utilizar.
Incubacion de los conjugados: 30 min. a 37°C (con cubierta).
Finalizacién de la incubacién de los conjugados con 4 lavados (véase el punto 3).
Pipetee en cada pocillo 100yl de la solucién de sustrato TMB lista para utilizar.
Incubacion de la solucién de sustrato: 30 minutos a 37°C (con cubierta, en la oscuridad).
Paro de la reaccion de sustrato: pipetee en cada pocillo 50ul de la soluciéon de parada de citrato. Agite cuidadosamente

© ©® N o oA~

la placa hasta que los liquidos se hayan mezclado por completo y pueda verse un color amarillo uniforme.

10.  Mida la absorbancia a 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm). Ajuste el fotdbmetro de modo que se
reste el valor obtenido para el valor cero de todos los demas valores de absorbancia. La medicién fotométrica debe
realizarse en la hora siguiente a la adicion de la solucién de paro.

Véase esquema de la realizacion de la prueba en la ultima pagina |

7.4 Empleo de procesadores ELISA

Todas las pruebas ELISA de VIROTECH pueden realizarse con ayuda de procesadores ELISA. El usuario esta obligado a

validar periédicamente el aparato.

Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH recomienda el siguiente procedimiento:

1. Alinstalar el aparato, o en caso de reparaciones importantes de su procesador ELISA, Gold Standard Diagnostics
Frankfurt GmbH recomienda validarlo segun las instrucciones del fabricante.

2. Se recomienda comprobar seguidamente el procesador ELISA con el kit de validacion (EC250.00). Esta comprobacion
periddica con el kit de validacion debe realizarse al menos una vez al trimestre.

3. En cada ciclo de prueba deben cumplirse los criterios de autorizacion del certificado de control de calidad del producto.

Este modo de procedimiento garantiza la funcién impecable de su procesador ELISA, sirviendo ademas para el aseguramiento

de calidad del laboratorio.

8. Valoracién del ensayo

Los controles listos para utilizar sirven para una determinaciéon semicuantitativa de los anticuerpos especificos IgG e IgM,
cuya concentracion se indica en unidades VIROTECH (VE). Las fluctuaciones debidas a la realizacién de la prueba se
compensan con el método de calculo, con lo que se alcanza una elevada reproducibilidad. Para el calculo del valor VE se
emplean los valores medios de las densidades Opticas.

8.1 Control del funcionamiento del ensayo:
a) Valores de densidad 6ptica
El valor de densidad dptica correspondiente al valor cero debe ser inferior a 0,15.
Los valores de densidad 6ptica (DO) de los controles negativos deben estar por debajo de los valores de DO indicados en el
certificado de control de calidad, mientras que los valores de DO de los controles positivos y del cut -off deben estar por
encima de los valores de DO indicados en el certificado.
b) Unidades VIROTECH (VE)
Las unidades VIROTECH (VE) de los controles cut-off se definen como 10 VE. Los VE calculados para los controles positivos
deben estar dentro de los intervalos indicados en el certificado de control de calidad.
Si no se cumplen estas exigencias (valores de DO, VE), debe repetirse la prueba.
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8.2

8.3

Calculo de las unidades VIROTECH (VE)

La absorbancia correspondiente al valor cero (450/620 nm) debe restarse de todos los valores de absorbancia.

DO (control positivo)

x10

VE (control positivo} —
DO {control de nivel de corte)

DO (suero del paciente)

DO (cut - off)

x10

VE (suero del paciente) —

Esquema de valoracioén para IgG

Resultado (VE) Valoracién
<9,0 negativo
9,0-11,0 valor limite
> 11,0 positivo

Si las VE calculadas para la muestra estan por encima de la zona dudosa, la muestra se considera positiva.

Si las VE se encuentran dentro de la zona dudosa, no existe una concentracion de anticuerpos significativamente alta, por
lo que se considera que las muestras presentan un caracter limite. Para la determinacién segura de una infeccion es
necesario determinar el nivel de anticuerpos de dos muestras de suero: Una muestra debe tomarse inmediatamente tras
el comienzo de la infeccidn, y otra 5-10 dias después (suero de convalecencia). La concentracion de anticuerpos de
ambas muestras debe determinarse en paralelo, es decir, en una misma prueba. No es posible un diagnéstico correcto a
partir de la valoracion de una Gnica muestra de suero.

Si los valores medidos se encuentran por debajo de la zona dudosa, la muestra no contiene anticuerpos detectables
especificos para el antigeno en cuestion. La muestra se considera negativa.

Limitaciones del ensayo

La interpretacion de resultados seroldgicos debe tener siempre en cuenta el cuadro clinico, los datos epidemioldgicos y los
otros resultados analiticos que puedan existir.

La reaccion cruzada entre Borrelia y otras espiroquetas puede dar lugar a un falso positivo. Los sueros de pacientes con
las siguientes infecciones pueden presentar reacciones cruzadas: sifilis (Treponema pallidum), frambesia (Treponema
pertenue), fiebre recurrente (Borrelia esp.), leptospirosis (leptospiras esp.). También pueden producirse reacciones
cruzadas en caso de herpes (CMV, HSV, parvovirus) (12, 13).

En el transcurso de una infeccién por el VEB (mononucleosis infecciosa) se puede producir una formacién no especifica
de anticuerpos Anti-Borrelia, sobre todo de la clase IgM (12, 13).

La prueba Borrelia afzelii + VISE IgG ELISA es una prueba de deteccion sistematica (screening) con la maxima seguridad
y sensibilidad diagnéstica. En caso de resultados limite o positivos, de acuerdo con el sistema de diagnéstico en 2 etapas
debe realizarse una prueba de confirmacién (Line Immuno Assay/ Western Blot).
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10. Esquema de la realizacion de la prueba

Preparacion de las muestras de paciente y la solucion de

lavado

V¥ Solucion de lavado:

v

p.ej.
10 pl de suero/plasma + 1000 ul de tampon de dilucion
(El tampon de dilucion para suero esta listo para utilizar)

Dilucién del Muestras IgG

1:101

Anadir agua destilada/desionizada al concentrado hasta
alcanzar 1 litro

Realizacion de la prueba

Incubacién de muestras

4 lavados

4 lavados

Incubacién del sustrato

Parada

Medicion de la absorbancia

30 minutos a 37°C

Incubacion de los conjugados 30 minutos a 37°C

30 minutos a 37°C

100 pl de muestras de
paciente
valor cero (tampon de dilucién) y controles

400 pl de solucion de lavado
sacudir bien

100 pl de conjugado
IgG

400 pl de solucién de lavado
sacudir bien

100 pl de sustrato

50 ul de solucién de parada
agitar con cuidado

Fotometro a 450/620nm
(longitud de onda de referencia
620-690nm)
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