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1. Finalidad

Kit de ensayo por inmunotransferencia de linea para la determinacién cualitativa en suero humano de anticuerpos IgG o IgM
especificos contra B. burgdorferi sensu lato.

Ademas de su uso en el diagndstico serolégico de la borreliosis de Lyme, IgG Line Immunoblot también puede emplearse
para el diagnostico de la neuroborreliosis en liquido cefalorraquideo. Si desea utilizarlo para el diagnéstico en liquido
cefalorraquideo, solicite las correspondientes instrucciones especificas.

2.  Principio de la prueba

Los antigenos de patégenos se transmiten mediante un procedimiento de rociado especial a la membrana de nitrocelulosa. A
continuacion, la membrana de nitrocelulosa se corta en tiras individuales.

La incubacion de las tiras de nitrocelulosa portadoras de antigeno con muestras de suero/plasma humano permite la
identificacion de los anticuerpos especificos existentes. Estos anticuerpos forman complejos inmunitarios con los antigenos
fijados en las tiras de prueba. Una vez eliminados los anticuerpos no ligados mediante pasos de lavado, las tiras de
nitrocelulosa se incuban con anticuerpos IgG o IgM antihumanos conjugados con fosfatasa alcalina. Después de eliminar los
anticuerpos conjugados no ligados mediante un paso de lavado adicional tiene lugar la visualizacién de los complejos
antigeno-anticuerpo (de los anticuerpos ligados) mediante la adicion de un sustrato incoloro que, al reaccionar con las
enzimas, genera bandas azul-violeta (“bandas de antigeno”). La reaccién enzima-sustrato se interrumpe lavando las tiras de
nitrocelulosa con agua destilada o desionizada. En funciéon de los patrones de bandas observados puede determinarse la
presencia de anticuerpos IgG o IgM especificos.

3. Contenido

3.1 Kit para 32 determinaciones
1. Tiras de prueba de IgG / IgM nitrocelulosa con antigenos aplicados, reforzadas con

lamina de plastico, clasificadas en cuadernillos, listas para usar 1x 32 tiras
2. Control de nivel de corte IgG / IgM, suero humano, prediluido 1x 1,0 ml
3. Tampoén de dilucién/lavado, pH 7,3 (conc. 10x), con conservante y Tris 2x 50 ml
4. Conjugado IgG/ IgM (concentraciéon 100x)

antihumano, (caprino)-fosfatasa alcalina, con conservante 1x 0,7 ml
5. Sustrato (BCIP/NBT), listo para usar 1x 57 ml
6. Hoja de protocolo de valoracién, para protocolizar y archivar los resultados 1x 1 unidad

3.2 Kit para 96 determinaciones
1. Tiras de prueba de IgG / IgM nitrocelulosa con antigenos aplicados, reforzadas con

lamina de plastico, clasificadas en cuadernillos, listas para usar 3x 32 tiras
2. Control de nivel de corte IgG / IgM, suero humano, prediluido 2x 1,0 ml
3. Tampon de dilucién/lavado, pH 7,3 (conc. 10x), con conservante y Tris 4x 50 ml
4. Conjugado IgG/ IgM (concentraciéon 100x)

antihumano, (caprino)-fosfatasa alcalina, con conservante 3x 0,7 ml
5. Sustrato (BCIP/NBT), listo para usar 3x 57 ml
6. Hoja de protocolo de valoracidn, para protocolizar y archivar los resultados 3x 1 unidad

Bajo demanda puede suministrarse adicionalmente:
IgG 6 IgM- Control positivo, suero humano, prediluido, 0,5 ml.
Las bandas positivas > bandas Cut off se indican en el certificado suministrado.
(Art. no.: IgG: WE222P60 / WE223P60 ¢ IgM: WE222P80)

IgG/IgM- Control negativo, suero humano, prediluido, 0,5 ml.
El control negativo no muestra ninguna banda o bien ninguna banda relevante para la evaluacion > banda Cut off.
(Art. no.: IgG/IgM: WE222N10 6 WE223N60)
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4. Conservacion y caducidad del kit y de los reactivos

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. No congele los reactivos ni los exponga a temperaturas elevadas.

No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad.

Evite conservar los reactivos en un lugar expuesto a luz intensa.

La solucién de sustrato BCIP/NBT es fotosensible y debe conservarse en un lugar oscuro.

Tiras de prueba de nitrocelulosa: Utilice las tiras inmediatamente después de sacarlas de la bolsa. Vuelva a cerrar
bien la bolsa con las tiras que no necesite y consérvela a 2-8°C. Para archivar los resultados, es imprescindible proteger
las tiras de prueba de nitrocelulosa contra la incidencia directa de la luz solar, para evitar una descoloracion de las

o oD

bandas.
Material Estado Almacenamiento Estabilidad
Muestras de analisis sin diluir de +2 hasta +8°C 1 semana
de +2 hasta +8°C
Tiras de analisis tras la apertura (almacenamiento en la bolsa 3 meses
suministrada)
Controles tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
) tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Conjugado
diluido de +2 hasta +8°C aprox. 6h
Sustrato tras la apertura de +2 hasta +8°C (protegido 3 meses
contra la luz)
tras la apertura de +2 hasta +8°C (protegida 3 meses
contra la luz)
Solucion de lavado dilucion final (lista para el uso) de +2 hasta +8°C 4 semanas
dilucioén final (lista para el uso) 0 a temperatura ambiente 2 semanas

5. Medidas de precaucioén 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, todos los sueros
de control, muestras, muestras diluidas, conjugados y tiras de prueba de nitrocelulosa deben considerarse como material
potencialmente infeccioso y manipularse con las correspondientes precauciones. Deberan seguirse las correspondientes
directrices para trabajos de laboratorio.

2. Al realizar la inmunotransferencia deben utilizarse guantes desechables y pinzas de plastico.

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

4. Las cubetas de incubacion han sido disefiadas por el fabricante exclusivamente para un Unico uso. Si las cubetas de
incubacion se emplean mas de una vez, la responsabilidad recae sobre el usuario. En caso de que se decida emplear
las cubetas mas de una vez, recomendamos que después de su uso se desinfecten durante varias horas en una
solucion de hipoclorito sédico al 1%, se limpien y se enjuaguen a fondo con agua corriente y posteriormente con agua
destilada o desionizada.

6. Material adicional necesario (no suministrado)

Cubeta de incubacion (disponible con el n® de pedido WE300.08)
Agitador (vertical, no centrifugo)

Frasco lavador para interrumpir la reaccion

Pipeta o lavador manual

Micropipetas de 5 pl - 1500 pl

Puntas de pipeta

Tubos de ensayo, volumen 2-20 ml

® N oA WN =

Pinzas de plastico

©

Agua destilada o desionizada
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10.

Papel de filtro

7. Material de muestra

Como material de analisis se pueden utilizar suero o plasma (sin importar el tipo de anticoagulantes), aunque en el folleto sélo

se mencione el suero. Para la utilizacion de liquido cefalorraquideo, consulte las instrucciones de uso separadas de Liquor

LINE.

8. Realizacién de la prueba
Para obtener resultados correctos es imprescindible respetar exactamente las instrucciones de trabajo.
8.1 Preparacion de las muestras

1.  Para cada muestra de paciente son necesarios 15 ul de suero o de plasma. Durante el procesamiento de liquido
cefalorraquideo/suero solo se debe utilizar para cada clase Ig la dilucién de liquido cefalorraquideo/suero separada,
calculada individualmente (ver Instrucciones de uso de Liquor LINE).

2. Las muestras de sangre se deben extraer por puncién venosa bajo condiciones asépticas. Tras la coagulacién completa
se debe separar el suero (no procede para el plasma). Para un almacenamiento mas prolongado, los sueros deben
congelarse a -20°C.

3. Debe evitarse la congelacién y descongelacion repetidas de los sueros.

4.  Los sueros térmicamente inactivados o que presenten lipemia, hemolisis o contaminacién microbiana pueden llevar a
resultados incorrectos, por lo que no deben utilizarse.

5. No utilice muestras de suero turbias (especialmente después de la descongelacion); en caso necesario, centrifuguelas (5
min a 1000 x g), pipetee el sobrenadante transparente y utilicelo para la prueba.

8.2 Preparacion de los reactivos

1. Parala adaptacion a la rutina de laboratorio se pueden utilizar todos los LINEs y EcoBlots en un ciclo de prueba (con
tiempos de incubacion idénticos y parametros y lotes de componentes similares). Los controles Cut off se realizan de
forma especifica para los parametros y lotes.

2. Antes de diluir todos los reactivos de ensayo, el correspondiente reactivo concentrado debe llevarse a temperatura
ambiente. So6lo debe utilizarse agua destilada o desionizada de alta calidad y a temperatura ambiente.

3. Antes de iniciar el ensayo, las diluciones deben mezclarse bien.

4. Tampon de dilucion/lavado
El tampon de dilucion/lavado se suministra en una concentracion de 10x. Diluya el concentrado de tampén de
dilucién/lavado al 1:10 con agua destilada o desionizada (10ml/50ml/100ml de concentrado + 90mI/450mI/900ml a.
dest./desionizada) y mézclelo bien.

Tanto el tampon de dilucion/de lavado concentrado como el diluido pueden presentar una coloracién amarilla. Esta
coloracion amarilla no afecta a la estabilidad del tampén de diluciéon/de lavado ni a la funcionalidad y capacidad
diagndstica de la preparacion de ensayo.

5. Conjugado IgG / IgM
Diluya el conjugado (1+100) con tampdn para dilucién/lavado ya diluido y mezcle bien. Por cada muestra de suero se
necesitan 1,5 ml de solucién de conjugado lista para usar. Consulte la tabla de dilucién del conjugado (apartado
“Esquema de la realizacion de la prueba”).

6. Solucién de sustrato
La solucién de sustrato se suministra lista para usar.

8.3 Realizacion de la prueba de inmunotransferencia
Atencion: Las tiras de prueba de nitrocelulosa sélo deben utilizarse para la clase Ig autorizada
(véanse la etiqueta del cuadernillo de inmunotransferencia y la denominacién en cada tira individual).
Para la realizacion y evaluacién correctas de la prueba Borrelia in vivo LINE debe utilizarse en todas
las pruebas un control del nivel de corte especifico para los parametros y el lote correspondientes.
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Para un diagnéstico seguro de Borrelia debe realizarse la prueba LINE para IgG e IgM.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

La prueba se realiza a temperatura ambiente.

Por cada prueba, coloque 1 tira en la ranura de una cubeta de incubacién limpia. En la medida de lo posible, la tira sélo
debe sujetarse por el extremo superior marcado.

Pipetee en cada tira 1,5 ml de tampén de dilucién/lavado listo para usar y coléquela en el agitador. Asegurese de que
las tiras de prueba de nitrocelulosa estén uniformemente cubiertas de liquido: no debe secarse en ningin momento del
ensayo.

Las tiras de prueba de nitrocelulosa reforzadas estan totalmente humedecidas al cabo de un minuto, y pueden incubarse
hacia arriba, hacia abajo o de lado.

Agregar cada vez 15pl de suero/plasma de paciente 6 100l del control Cut off / positivo / negativo, en lo posible en
el extremo superior y marcado de la banda Incube el suero de paciente y el control durante 30 minutos en el agitador.
Durante el pipeteado y el posterior vertido debe prestarse atencion a evitar contaminaciones cruzadas entre las distintas
muestras de paciente.

Aspire por completo el liquido de las ranuras o viértalo cuidadosamente. El verter el liquido, las tiras de prueba de
nitrocelulosa permanecen adheridas al suelo de las ranuras. Seque el liquido residual con papel absorbente.

Lave las tiras: incubelas 3 veces durante 5 minutos en el agitador con 1,5 ml de tampén de dilucién/lavado listo para
usar por cada vez. Aspire o vierta siempre el tampén de lavado en su totalidad. Antes de realizar el ultimo paso de
lavado, prepare la cantidad necesaria de conjugado diluido fresco (véase tabla).

Aspire por completo el liquido de las ranuras o viértalo (véase el punto 6).

Pipetee 1,5 ml del conjugado diluido preparado en cada ranura de incubacion e incube durante 30 minutos en el
agitador.

Aspire por completo el liquido de las ranuras o viértalo.

Lave las tiras: incubelas 3 veces durante 5 minutos en el agitador con 1,5 ml de tampdn de dilucién/lavado listo para
usar por cada vez. Aspire o vierta siempre el tampén de lavado en su totalidad. A continuacién, lavelas 1 vez durante 1
minuto con agua destilada/desionizada.

Aspire por completo el liquido de las ranuras o viértalo (véase el punto 6).

Pipetee 1,5 ml de solucion de sustrato lista para usar en cada ranura y revele las tiras durante 10 £ 3 minutos en el
agitador.

Interrumpa el revelado del color vertiendo la solucién de sustrato. A continuacion, lave 3 veces las tiras sin incubacion
intermedia con 1,5 ml de agua destilada/desionizada cada vez.

Vierta el agua destilada/desionizada y seque las tiras sobre un papel absorbente limpio. La coloracién de fondo que
puede observarse en las tiras de prueba de nitrocelulosa hUmedas desaparece por completo al secarse. En
comparacion con las tiras de prueba de nitrocelulosa normales, las tiras de prueba de nitrocelulosa reforzadas tardan
algo mas en secarse.

Utilice el protocolo de valoracién adjunto para la evaluacion. Las indicaciones que figuran en las bandas altamente
especificas en la hoja de protocolo facilitan la evaluacién de las muestras de paciente.

Véase esquema de la realizacion de la prueba en la tltima pagina

8.4 Empleo de procesadores de inmunotransferencia
Para el procesamiento automatizado de los Blot y de las LINE se han validado los equipos siguientes: Apollo y Profiblot. Por
principio son adecuados todos los equipos automaticos para Blot de tipo usual en el comercio.

9.

Valoracién del ensayo

Para la valoracién segura, cada tira LINE esta equipada con dos controles:

1.

Control de suero (= serum control):
La marca de incubacién con suero debajo de la linea de marca (= markline) sélo aparece después de incubar la tira con
suero de paciente.
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2. Control de conjugado (= conjugate control):
La tira LINE esta dotada de una banda de control de conjugado que aparece después de la incubacién con el
correspondiente conjugado.

La prueba realizada es valida si, una vez revelada, en la tira de prueba de nitrocelulosa aparecen claramente tanto la banda

de control de suero como la de control interno de conjugado.

La posicién de las bandas de control de suero y de conjugado se indican en la hoja de protocolo.

9.1

Bandas IgM:

Bandas IgG:
223G)

Evaluacion de las muestras de paciente
La posicién y denominacion de las bandas reactivas se indican en la hoja de protocolo.

9.2 Empleo del control de corte
Las bandas cuya intensidad sea menor que la banda del control de corte no deben tenerse en cuenta para la valoracion.
Banda de corte IgM: OspC
Banda de corte IgG: VISE-Mix

9.3 Significado de los antigenos
Relacién de los antigenos empleados ultrapurificados (OspC) y recombinantes (VISE, p83/100, p39, BBA36, BBO323, Crasp3
y pG) de Borrelia burgdorferi, el antigeno de capsido virico de EBV gp125 y el antigeno TpN17. La mezcla VISE consiste en

dos antigenos recombinantes de las geno-especies Borrelia burgdorferi sensu stricto y Borrelia garinii.

OspC, VIsE-Mix, p39 y una banda EBV para descartar el diagnéstico de infeccion por virus de Epstein-Barr.
VISE-Mix, p39, p83/100, (iv1), (iv2), (iv3), (iv4) y banda TpN17 para el diagndstico de exclusion (sélo en WE

Antigeno/
Denominacién

Significado de los antigenos

Especificidad
de los
anticuerpos en
LINE

Cepas
originales/Purifica
cion

recombinante

burgdorferi expresada in vivo que presenta epitopos conservados
altamente inmunogénicos entre genoespecies. En la serologia IgM
se observan reactividades frente a VISE, especialmente en sueros
de pacientes con borreliosis de Lyme temprana. En la serologia
IgG se observan reactividades frente a VISE, en sueros de
pacientes con borreliosis de Lyme temprana y avanzada. VISE
actua en la serologia IgG como marcador de la borreliosis de Lyme
en todos los estadios de la enfermedad. VISE es una antigeno de
35 kDa codificado por Ip28-1 (2).

Significado bioldgico:

B. burgdorferi s.l. puede perdurar en mamiferos infectados a pesar
de su respuesta inmunitaria activa. Se sospecha que la variacion
combinatoria de antigenos de la proteina de superficie VISE

OspC (p23), Outer surface protein C. Lipoproteina codificada por plasmido (6, Especifico B. afzelii PKo
antigeno natural 22, 26, 28).. Mgrcador importante para manlfesta’czlones tempranas | (3, 8, 22, 28, (a!sl.ada.
purificado de la borreliosis de Lyme, sobre todo en serologia IgM (1, 4, 8, 9, 30, 31, 32) or|g|nar.|'amente de
15, 22, 28, 29, 31, 32). una lesién humana
Significado bioldgico: provocada por
Presuntamente B. burgdorferi s. . requiere OspC para una eritema migratorio
infeccion inicial exitosa del huésped mamifero (46, 47, 48, 49). Las en Alemania) /
espiroquetas expresan OspC durante la alimentacion con sangre purificada a través
en la garrapata y en la fase temprana de la infeccion del huésped de una SDS-Page
mamifero (46). Después de la transmision de la espiroqueta al preparatoria
mamifero, vuelve a disminuir la expresion de OspC. La
lipoproteina no parece ser necesaria para una infeccion persistente
(47, 47). Tilly et al. suponen que la OspC impide la fagocitosis de
las espiroquetas durante la fase temprana de la infeccion (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. Lipoproteina de B. Especifico B. burgdorferi B31

(aislada
originariamente de
una garrapata
infectada en
Shelter Island, N.
Y.), B. garinii IP90
(aislada
originariamente de
una garrapata
infectada en Rusia)
/

Extraido de E. coli
mediante
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contribuye, como mecanismo de "escape inmunoldgico", a esta
persistencia (51, 52, 53).

cromatografia de
afinidad Ni-NTA

recombinante

diseminadas) en serologia IgG (16).

p39 (BmpA), Borrelial membrane protein A. Marcador central codificado por Altamente B. afzelii PKo
recombinante cromosomas (6, 19) en serologia IgG para infecciones diseminadas| especifico (aislada
de borreliosis de Lyme (4, 8, 18). (4,5,6, 8,14, | originariamente de
Las proteinas Bmp son lipoproteinas con funcién desconocida. 15,18, 31, 32) | una lesién humana
provocada por
eritema migratorio
en
Alemania)/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA
p83/100, Antigeno de codificacién cromosémica asociado a cilindros Altamente B. afzelii PKo
recombinante protoplasmaticos (12, 13), conservado dentro de B. burgdorferis. |. | especifico (aislada
(17). Marcador central en serologia IgG para borreliosis de Lyme (3,5, 8,22, 24,| originariamente de
avanzadas (8, 24, 29). 29, 31) una lesién humana
provocada por
eritema migratorio
en
Alemania/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA)
BBA36 Antigeno de B. burgdorferi de 22 kDa expresado in vivo y Altamente B. afzelii MMS
(iv1),, codificado por Ip54. BBA36 presenta epitopos conservados especifico (aislada
recombinante altamente inmunogénicos entre genoespecies. BBA36 es un originariamente de
marcador importante para las borreliosis de Lyme avanzadas una garrapata
(infecciones diseminadas) en serologia IgG (10). infectada de
Alemania)/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA)
BBO323 Antigeno de B. burgdorferi de 42 kDa expresado in vivo y de Especifico B. burgdorferi ZS7
(iv2)", codificacién cromosémica. BBO323 presenta epitopos conservados (aislada
recombinante altamente inmunogénicos entre genoespecies. BBO323 es un originariamente de
marcador importante para las borreliosis de Lyme avanzadas una garrapata
(infecciones diseminadas) en serologia IgG. (54) infectada de
Alemania)/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA)
Crasp3 Complement regulator-aquiring surface protein3. Antigeno de Altamente B. burgdorferi ZS7
(iv3)", superficie de B. burgdorferi de 21 kDa expresado in vivo y especifico (aislada
. codificado por cp32-8. Miembro de la familia Erp. Marcador originariamente de
recombinante importante para las borreliosis de Lyme avanzadas (infecciones una garrapata
diseminadas) en serologia IgG. Crasp3 favorece la resistencia al infectada de
complemento (11, 54). Alemania)/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA)
pG Antigeno de B. burgdorferi de 22 kDa expresado in vivo y Altamente B. burgdorferi ZS7/
(iva)", codificado por cp32-3. Miembro de la familia Erp. Marcador especifico B. afzelii MMS
importante para las borreliosis de Lyme avanzadas (infecciones (aislada

originariamente de
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una garrapata
infectada de
Alemania)/extraida
de E. coli mediante
cromatografia de
afinidad Ni-NTA)
EBV Antigeno de capside viral (Virus Capsid Antigen) inmunodominante| Marcador La purificacion de
VCA-gp125 del virus de Eppstein Barr. Por regla general, los anticuerpos IgM altame:r?te gp125 se realiza a
frente a VCA-gp125 vuelven a desaparecer algunas semanas especifico en ) )
después de la infeccion por el virus de Eppstein Barr (VEB). serologia IgM partir de un lisado
para una de células enteras
infeccion (células humanas
primaria por infectadas por
VEB VEB) mediante
cromatografia de
afinidad utilizando
un anticuerpo
monoclonal anti-
gp125
Treponema Marcador para la sifilis primaria, secundaria y latente altamente Treponema
pallidum especifico para| pallidum/
todos los Extraido de E. coli
estadios de mediante
TpN17 infeccion cromatografia de
recombinante afinidad Ni-NTA
(solo en
WE223G)

*(iv1-4) = antigenos expresados in vivo (iv)

9.4 Criterios de evaluacion

La interpretacion de resultados serolégicos debe tener siempre en cuenta el cuadro clinico, los datos epidemioldgicos y otros

resultados analiticos existentes.

Recomendacién de una evaluacion global (IgM +IgG) de los antigenos de borrelia
Para un diagnéstico seguro de borrelia debe realizarse la prueba LINE para IgG e IgM y evaluarse conjuntamente.

Sélo se consideran positivas las bandas cuya intensidad sea mayor o igual a la de la banda de control del nivel de

corte.

Banda o bandas IgM visualizadas Banda o bandas IgG visualizadas Valoracion
Ninguna banda / bandas inferiores a
) . . nivel de corte
Ninguna banda / bandas inferiores a i .
. o bien . negativo
nivel de corte o bien
1 banda IgG (salvo VisE)
1 banda IgM (salvo OspC) o bien Banda IgG VisE valor limite
Banda IgM OspC
o bien o bien 2 o mas bandas 1gG positivo
2 o mas bandas IgM
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1 banda IgM y 1 banda IgG positivo (*)

(*) La configuracién de bandas en la linea de fondo gris muestra la combinacién de una sola banda en la prueba IgM y
ademas una banda en la prueba IgG, que debe valorarse como un positivo en la evaluacion global (IgM+IgG).

Valoracion recomendada en caso de EBV-gp125 positivo en la serologia IgM

En el marco de una infeccion primaria por EBV, la estimulacién de los linfocitos B policlonales puede provocar reactividad de
los anticuerpos contra antigenos de Borrelia burgdorferi sensu lato (55). Esto puede dar lugar a un diagnéstico falsamente
positivo de borreliosis de Lyme. Para minimizar este tipo de falsos positivos, la prueba VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE
Immunoblot contiene el antigeno de capsido virico gp125 del virus de Epstein-Barr. Si en la serologia IgM y/o 1gG también
gp125 reaccionan, aparte de los antigenos de borrelia, con una intensidad > de la banda IgM Cut off, conviene comprobar,
para una mayor seguridad, el estado EBV completo del suero (p. ej. con VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot; no. de pedido:
WE102G32/96 e VIROTECH EBV IgM LINE Immunoblot; no. de pedido: WE102M32/96).

La banda de EBV-gp125 no ha sido validad para una aplicacion en el diagndstico del liquido cefalorraquideo.

Valoracion recomendada de la banda TpN17

Banda de antigeno TpN17 de Treponema pallidum (s6lo en WE223G)

En el serodiagndstio de borreliosis de Lyme se observan reacciones cruzadas con otros microorganismos. Las infecciones
con el virus del herpes (especialmente EBV) asi como las enfermedades bacterianas como sifilis desempefian un papel
importante al respecto. La borreliosis de Lyme MiQ12/2000 recomienda: "En caso de un ensayo de busqueda positivo o que
arroja valores limites (nota: de la serologia de borreliosis de Lyme) debe llevarse a cabo un ensayo de busqueda de lues (p.e;j.
TPHA) para excluir hallazgos positivos falsos por anticuerpos de reaccion cruzada contra treponemas.”

La banda TpN17 sirve para identificar resultados positivos/de valores limites falsos en el serodiagnéstico de la borreliosis de
Lyme a causa de anticuerpos de reaccién cruzada por una infeccion con Treponema pallidum (sifilis).

Si en VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot reacciona la banda TpN17 > la banda IgG cut Off,
reaccionando a la vez antigenos de borrelia en IgM y/o en IgG , conviene, para una mayor seguridad, comprobar el estado
completo de sifilis del suero (p.ej. con el VIROTECH Treponema pallidum IgG LINE Immunoblot no. de pedido: WE150G16/32
e VIROTECH Treponema pallidum IgM LINE Immunoblot no. de pedido: WE150M16/32).

Téngase en cuenta imprescindiblemente:

a. La banda TpN17 no es capaz de sustituir un diagndstico diferencial completo de sifilis en cuanto a
sensibilidad y especificidad.

b. Una banda negativa de antigeno TpN17 no excluye en principio la posibilidad de la existencia de
anticuerpos contra Treponema pallidum.

C. Un resultado positivo de la banda de antigeno TpN17 debe ser verificado por ensayos de confirmacion
adecuados de Treponema pallidum (p.ej.: VIROTECH WE150).

d. La banda TpN17 no ha sido validada para la aplicacion en el diagnéstico del liquido cefalorraquideo.

Configuraciones de resultados tipicas

La secuencia de los antigenos en las tiras Borrelia in vivo LINE se ha seleccionado de modo que los antigenos (p.ej. OspC,
VIsE-IgM, VIsE-IgG) que reaccionan preferentemente con anticuerpos de pacientes que presentan borreliosis de Lyme en un
estadio temprano se encuentran en la zona superior de la tira (proximos a las lineas de marca). Los antigenos (p.ej. p83,
BBA36, BBO323, Crasp3, pG) que reaccionan preferentemente con anticuerpos de pacientes que presentan borreliosis de
Lyme avanzadas se encuentran en la zona inferior de la tira (alejados de las lineas de marca). De este modo, la impresién
visual de la distribucién de bandas ya proporciona una indicacion del estadio de la infeccidn (dese una borreliosis de Lyme en
fase temprana hasta una en fase avanzada).
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Ejemplos de configuraciones de bandas frecuentes en los siguientes estadios de infeccion:

Estadio de la Serologia IgM Serologia IgG
i i
borreliosis glalg 9iale
OspC VIsE
B liosis de L VIsE VIsE
orreliosis de Lyme
y p39 VISE
tempranas i -
2 o mas bandas ninguna o VIsE
OspC ninguna

L. Pueden aparecer entre VISE y p39
Borreliosis de Lyme .
ninguna y todas las

diseminadas 2 band
bandas IgM. andas

Las bandas IgM pasan| Al avanzar la infecciéon suelen aparecer cada
cada vez mas a un| vez mas bandas IgG en diferentes

segundo plano. combinaciones.

p39, p83, VIsE, iv1-4 (BBA36, BBO323,
Crasp3 y pG)

Borreliosis de Lyme -
avanzadas

9.5 Limitaciones del ensayo

1.

10.

Un resultado negativo del blot no excluye completamente la posibilidad de una infeccion con B. burgdorferi s.I. La
muestra puede haberse extraido antes de la aparicién de anticuerpos, o el nivel de anticuerpos puede encontrarse por
debajo del limite de deteccion del ensayo.

El tratamiento antibiético en la fase temprana de la enfermedad (35, 37) puede provocar una supresion de la respuesta
inmunolégica que impida detectar anticuerpos especificos contra Borrelia burgdorferi .

Las reacciones cruzadas entre borrelia y otras espiroquetas pueden llevar a la apariciéon de bandas asociadas a borrelia,
lo que puede dar lugar a un resultado falsamente positivo. P.ej., pueden presentar reacciones cruzadas los sueros de
pacientes con las siguientes infecciones: sifilis (Treponema pallidum), frambesia (Treponema pertenue), fiebre
recurrente (Borrelia esp.), leptospirosis (leptospiras esp.) (38). También pueden producirse reacciones cruzadas en caso
de herpes (CMV, HSV, parvovirus) (34, 39). Si en la VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE Immunoblot
(WE223G) aparecen aparte de reactividades contra antigenos de borreliosis de Lyme también una reactividad contra el
antigeno TpN17, deben tenerse en cuenta los avisos indicados bajo 9.4 (Valoracién recomendada de la banda TpN17).
En el marco de una infeccién primaria por EBV, la estimulacion de los linfocitos B policlonales puede provocar
reactividad de los anticuerpos contra antigenos de Borrelia burgdorferi sensu lato (34, 39). Si en VIROTECH Borrelia in
vivo IgM LINE Immunoblot aparecen aparte de las reactividades IgM y/o IgG contra los antigenos de borrelias también
una reactividad contra el EBV-gp125, debe excluirse mediante diagnéstico diferencial una mononucleosis.

En casos poco frecuentes, los sueros de pacientes pueden presentar bandas “invertidas” (fondo oscuro, bandas
blancas); si ocurre esto no es posible evaluar la prueba. En ese caso, el suero debe analizarse mediante otros métodos
serolégicos.
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Consulte las instrucciones de uso.
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12. Esquema de la realizacién de la prueba

Resumen de la realizacion de la prueba:

Incubacion de muestras 30 minutos 15 ul de suero/plasma del paciente/100 ul de
control en cada caso en 1,5 ml de tampén de
diluciéon/lavado

Lavado 3 x 5 minutos con 1,5 ml de tampén para dilucion/lavado en
cada caso

Incubacion

de los conjugados 30 minutos con 1,5 ml de dilucién para el uso (1 + 100)

Lavado 3 x 5 minutos con 1,5 ml de tampén para dilucion/lavado en
cada caso

1 x 1 minuto con agua destilada/desionizada
Incubacion del sustrato 10 + 3 minutos con 1,5 ml de solucion de sustrato en cada caso
Parada 3x
sin incubacion intermedia con 1,5 ml de agua destilada/desionizada en cada
caso

Tabla para dilucién de conjugado: (valores redondeados)

Numero de tiras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tampon de dilucionflavado | 4 5\ | 30mi | 45ml | 6,0m | 75ml | 9.0ml | 11,0ml | 12,0ml | 14,0ml | 15,0ml

Conjugado concentrado 15ul [ 30ul | 45ul | 60ul | 75ul | 90ul 110pl | 120ul | 140ul | 150pl

Volumen final 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml| 9,09ml | 11,11mI | 12,12ml | 14,14mi | 15,15ml

Numero de tiras 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tampén de dilucion/lavado | 17 o | 15 0mi | 20.0ml | 21,0mi | 23.0ml | 24.0mi | 26.0ml | 27.0mi | 29.0ml | 30,0mi

Conjugado concentrado 170pl | 180ul | 200pl | 210pl | 230pl | 240u1 | 260ul | 270u | 290u1 | 300ul

Volumen final 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21mi | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27mi | 29,29mlI | 30,3m

Numero de tiras 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Tampén de diluciénflavado | 55 omi | 33,0m1 | 35.0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0mi | 41.0ml | 42,0ml | 44,0ml_| 45,0m

Conjugado concentrado 320pl | 330p1 | 350 | 360ul | 380ul | 390l | 410oul | 420u | 440u | 450l

Volumen final 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44 44ml | 45 45m|

Numero de tiras 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Tampén de dilucionllavado | ;7 ) | 48 omi | 50,0mI | 51,0mi | 53,0ml | 54,0mi | 56,0ml | 57,0m | 59,0ml | 60,0mi

Conjugado concentrado | ,76 | 450, | 50041 |510u |530u | 540u | 560u | 570u | 590u | 600ul

Volumen final

47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml| 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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