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1.

Utilizacdo

Kit de teste Imunoblot LINE destinado a comprovagéo qualitativa de anticorpos especificos IgG ou IgM contra a B. burgdorferi
sensu lato no soro humano.

Além de encontrar aplicacdo no serodiagndstico da borreliose de Lyme, o immunoblot também é apropriado para a utilizagao
no diagnéstico de liquido da neuroborreliose. Para a utilizagdo no diagnéstico de liquido, por favor, peca as instrugdes de
trabalho separadas.

2.  Principio do teste
Os antigénios do agente infeccioso sdo transferidos para uma membrana de nitrocelulose através de um processo de
pulverizagdo especial. A membrana é, em seguida, cortada em tiras separadas.
A incubacdo das tiras de nitrocelulose que contém o antigénio com amostras de soro/plasma humano permite comprovar a
existéncia de anticorpos especificos. Estes anticorpos formam imunocomplexos juntamente com os antigénios fixados na tira
de teste. Depois de remover os anticorpos néo ligados através de varios passos de lavagem, as varias tiras de nitrocelulose
sdo incubadas com anticorpos IgG ou IgM anti-humanos conjugados a fosfatase alcalina. Depois de remover os anticorpos
conjugados néo ligados através de mais um passo de lavagem, procede-se a visualizagdo dos complexos antigénio/anticorpo
(dos anticorpos ligados), através da adigdo de um substrato incolor que durante a sua transformagédo enzimética produz
bandas azul/violetas (“bandas de antigénio”). A reaccédo enzima/substrato é parada pela lavagem das tiras de nitrocelulose
com agua destilada/desionizada. Em fungéo do padrdo que se observa na banda, podera concluir-se para a existéncia de
anticorpos 1gG ou IgM especificos.
3. Conteudo da embalagem
3.1 Kit para 32 determinagdes
1. Tiras de teste de IgG ou IgM nitrocelulose com antigénios aplicados,
reforcados com uma pelicula, organizadas numa caderneta, prontas a usar 1x  32tiras
2. Controlo cut off de IgG ou IgM, soro humano, pré-diluido 1x 1.0ml
3. Tampéo de diluigdo/lavagem, pH 7,3 (10x conc.), com tris e conservante 2x 50 ml
4. Conjugado IgG ou IgM (100x conc.)
anti-humano, fosfatase alcalina (cabra), com conservante 1x  0.7ml
5. Substrato (BCIP/NBT), pronto a usar Ix 57 ml
6. Folhaderegisto e avaliagdo para registar e arquivar os resultados 1x 1 unid.
3.2 Kit para 96 determinacdes

1. Tiras de teste de IgG ou IgM nitrocelulose com antigénios aplicados,

reforcados com uma pelicula, organizadas numa caderneta, prontas a usar 3x  32tiras
2. Controlo cut off de IgG ou IgM, soro humano, pré-diluido 2x 1.0ml
3. Tampéo de diluigdo/lavagem, pH 7,3 (10x conc.), com tris e conservante 4x 50 ml
4. Conjugado IgG ou IgM (100x conc.)

anti-humano, fosfatase alcalina (cabra), com conservante 3x 0.7ml
5. Substrato (BCIP/NBT), pronto a usar 3x 57 ml
6. Folhade registo e avaliacdo para registar e arquivar os resultados 3x 1 unid.

A pedido pode ser adquirido adicionalmente:

IgG ou IgM- Controlo positivo, soro humano, pré-diluido, 0,5 ml.
As bandas positivas > bandas cut off constam do certificado fornecido.
(N.° de referéncia: 1gG: WE222P60 / WE223P60 ou IgM: WE222P80)

IgG/IgM- Controlo negativo, soro humano, pré-diluido, 0,5 ml.
O controlo negativo ndo mostra bandas, ou seja, bandas relevantes para a avaliagdo > bandas cut off.
(N.° de referéncia: 1gG/IgM: WE222N10 ou WE223N60)
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4.

Conservacdao e prazo de validade do kit de teste e dos reagentes

Guardar o kit de teste a uma temperatura de 2 — 8 °C. O prazo de validade dos varios componentes é indicado na respectiva
etiqueta, o prazo de validade do kit consta no certificado de controlo de qualidade.

1.

ISUE S N

N&o congelar os varios reagentes e ndo expo-los a temperaturas elevadas.

N&o usar os reagentes se o prazo de validade estiver ultrapassado.

Evitar guardar os reagentes num ambiente de luz forte.

A solucgédo de substrato BCIP/NBT é sensivel a luz e deve ser guardado num local escuro.

Tiras de teste de nitrocelulose: Usar as tiras imediatamente depois de as ter tirado do saco. Fechar bem novamente o
saco com as tiras ndo usadas e guarda-lo a uma temperatura de 2 — 8 °C. Para arquivar os resultados, é absolutamente
necessario guardar as tiras de teste de nitrocelulose protegidas da incidéncia directa da luz solar, a fim de evitar o
desvanecimento das bandas.

Material Estado Armazenamento Durabilidade
Amostras Na&o diluido +2 a+8°C 1 semana
. . . + +8°!
Tiras de teste Depois de abrir 2 +8°C (armazenam_ento 3 meses
dentro do saco fornecido)
Controlos Depois de abrir +2 a+8°C 3 meses
] Depois de abrir +2a+8°C 3 meses
Conjugado —
Diluido +2 a+8°C Aprox. 6h
Substrato Depois de abrir *2a+8°C (prlﬁtsgldo contra a 3 meses
Depois de abrir *2a+8°C (prﬁtggldo contra a 3 meses
Solucao de lavagem Estado d||m82af|rr)1al (pronto a +2 a+8°C 4 semanas
Estado diluido final (pronto a .
usar) ou temperatura ambiente 2 semanas
5. Medidas de precaucéo e avisos

1. Como soros de controlo sao usados apenas soros que foram testados e que se revelaram negativos em relacéo aos
anticorpos de HIV1, HIV2, HIV3 e ao antigénio de superficie de hepatite B. Mesmo assim, os soros de controlo, as
amostras, amostras diluidas, os conjugados e as tiras de teste de nitrocelulose devem ser considerados como material
potencialmente infeccioso e manuseados com o respectivo cuidado necessario. Sao aplicaveis as directivas para
trabalhos em laboratodrio.

2. Para a realizag&o do imunoblot devem ser usadas luvas descartaveis e uma pinga de plastico.

3. Aeliminacéo ecoldgica dos materiais usados deve ser realizada de acordo com as directivas do respectivo pais.

4. As tinas de icubacao foram concebidas pelo fabricante para o uso Unico. Uma utilizacéo repetida das tinas de
incubacéo é da responsabilidade do utilizador. Se as tinas de incubagdo forem usadas vérias vezes, recomendamos
que depois do seu uso sejam desinfectadas durante vérias horas numa solugéo de hipoclorito de sodio e depois
lavadas e passadas exaustivamente por agua proveniente da rede de abastecimento e agua destilada/desionizada.

6. Material adicionalmente necessario (ndo fornecido)
1. Tina de incubagao (se necessario pode ser adquirida com o n.° de art. WE300.08)
2. Agitador (vertical, ndo centrifugal)
3. Um frasco de lavagem para parar
4. Pipeta ou dispositivo de lavagem manual
5. Micropipetas 5 pl - 1500 pl
6. Pontas de pipeta
7. Tubos para amostras (tubes) 2 — 20 ml de volume
8. Pinca de pléastico
9. Agua destilada ou desionizada
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10.

7.

Papel de filtro

Material de analise

Como material de andlise podem ser usados soro e plasma (o tipo de anticoagulantes néo é relevante), mesmo se neste
folheto se refere apenas o soro.
Para a utilizagdo de liquor ver as instru¢des de utilizagéo separadas do Liquor LINE.

8.

Realizacdo do teste

O cumprimento exacto das normas de trabalho da VIROTECH Diagnostics € uma condigdo essencial para a obtengdo de
resultados correctos.

8.1 Preparagdo da amostra

1.

8.2

8.3

Por cada amostra de paciente sdo necessarios 15 pl de soro ou plasma. No processamento do liquor/soro deve ser
usada por classe Ig apenas a diluigdo de liquor/soro em separado, calculada individualmente (ver instru¢des de
utilizacéo do Liquor LINE).

As amostras de sangue devem ser colhidas de forma asséptica por puncéo da veia. Apds a coagulagdo completa deve
ser separado o soro (nédo se aplica ao plasma). Para conservar 0s soros durante mais tempo, estes devem ser
congelados a —20°C.

Na&o voltar a congelar e descongelar 0s soros.

N&o devem ser usados soros inactivados pelo calor ou lipemica, hemolitica ou microbianamente contaminados porque
podem originar resultados errados.

N&o usar amostras de soro turvas (sobretudo depois da descongelacéo), eventualmente centrifugar (5 min. a 1.000x g),
pipetar o sobrenadante limpido e usar no teste.

Preparacdo dos reagentes
Para a adaptacédo a rotina do laboratério, todos os LINEs e EcoBlots podem ser usados no mesmo teste com os
mesmos tempos de incubacdo e componentes com parametros e lotes abrangentes. Os controlos cut off s&o utilizados
especificamente para os parametros e lotes.
Antes de diluir todos os reagentes do teste, o respectivo concentrado devera ter atingido temperatura ambiente. Usar
apenas agua destilada/desionizada de qualidade elevada e com temperatura ambiente.
Antes da preparacéo do teste misturar bem os diluentes.
Tampao de diluicdo/lavagem
O tampao de diluicdo/lavagem existe numa concentracéo de 10 vezes. Diluir o concentrado de diluicao/lavagem 1:10:00
com agua destilada ou desionizada (10mI/50ml/100ml de concentrado + 90ml/450mI/900ml de agua
destilada/desionizada), misturar bem.
Tanto o tampao de diluicdo/lavagem concentrado como o diluido podem apresentar, eventualmente, uma coloragéo
amarela. Esta coloracdo amarela n&do tem influéncia sobre o prazo de validade do tampé&o de dilui¢do/lavagem nem
sobre a funcionalidade ou capacidade de expressédo diagndstica do teste.
Conjugado de IgG ou IgM
Diluir o conjugado 1 + 100 com tampao de diluicdo/lavagem no estado diluido final e misturar bem. Por cada amostra de
soro séo necessarios 1,5 ml de solucdo de conjugado. Ver tabela de diluicdo do conjugado (ponto: “Esquema de
realizagéo do teste”).
Substrato
O substrato é fornecido pronto a usar.

Realizagéo do teste Imunoblot

Atencéo: As tiras de teste de nitrocelulose podem ser testadas apenas na respectiva classe Ig autorizada (ver

etiqueta na caderneta de blot e a designac&o que consta nas varias tiras de teste).

Para a realizac&o e avaliagéo correcta do Borrelia in vivo LINE deveré ser realizado em cada teste
também um controlo cut off especifico para cada parametro e cada lote.
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Para um diagnostico seguro da borrelia, o LINE deve ser realizado no IgG e no IgM.

1. O teste é realizado a temperatura ambiente.

2. Por cada amostra colocar 1 tira no sulco de uma tina de incubagéo limpa. Pegar as tiras apenas na ponta marcada
superior.

3. Pipetar sempre 1,5 ml de tampé&o de diluigcdo/lavagem pronto a usar e colocar sobre o agitador. Verificar se a tira de
teste de nitrocelulose esta uniformemente coberta de liquido, pois enquanto se realiza o teste as tiras ndo podem secar.

4.  Astiras de teste de nitrocelulose reforcadas sdo humedecidas totalmente dentro de um minuto e podem ser incubadas
deitadas de costas, de barriga ou de lado.

5.  Adicionar com a pipeta sempre 15ul de soro/plasma de paciente ou 100ul do controlo cut off / positivo / negativo,
se possivel no extremo superior marcado da tira. Incubar o soro de paciente e o controlo durante 30 minutos no
agitador. Ao pipetar e durante a seguinte remogao do liquido, estar com atengdo para que ndo haja contaminagdes
cruzadas das varias amostras de paciente.

6. Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deitar o liquido fora com muito cuidado. Ao deitar o liquido fora as tiras de
teste de nitrocelulose ficam agarradas ao fundo dos sulcos. Secar o liquido restante com um papel absorvente.

7. Lavar as tiras: Incubar sempre com 1,5 ml de tampéo de diluigdo/lavagem pronto a usar durante 3 x 5 minutos no
agitador. Aspirar o tampao de lavagem sempre por completo ou deita-lo fora. Antes de proceder ao (ltimo passo de
lavagem preparar a quantidade necessaria de diluente de conjugado fresco (ver tabela).

8. Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora (ver ponto 6)..

9. Pipetar sempre 1,5 ml do diluente de conjugado obtido para os respectivos sulcos de incubag¢éo e incubar durante 30
minutos no agitador.

10.  Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora.

11. Lavar as tiras: Incubar sempre com 1,5 ml de tampé&o de diluicao/lavagem pronto a usar durante 3 x 5 minutos no
agitador. Aspirar o tampao de lavagem sempre por completo ou deita-lo fora. A seguir, lavar durante 1 x 1 minuto com
agua destilada/desionizada.

12.  Aspirar totalmente o liquido dos sulcos ou deita-lo fora (ver ponto 6)..

13.  Pipetar 1,5 ml da solugao de substrato pronta a usar em cada sulco e revelar durante 10 + 3 minutos no agitador.

14. Parar arevelacado da cor através da remoc¢éao do substrato. A seguir, lavar as tiras 3 x com 1,5 ml de agua
destilada/desionizada, sem incubagéo intermédia.

15. Deitar a 4gua destilada/desionizada fora e secar as tiras sobre um papel absorvente limpo. A coloracao de fundo,
observada em tiras de teste de nitrocelulose himidas, desaparece totalmente quando as tiras estéo secas. Em
comparagdo com as tiras de teste de nitrocelulose habituais, as tiras de teste de nitrocelulose refor¢cadas levam mais
tempo a secar.

16. Para a avaliagao usar o registo de avaliagdo e a mascara especifica do kit que acompanham a embalagem. A escrita
nas bandas altamente especificas na folha de registo facilita a avaliacdo das amostras de paciente.

Esgquema do teste ver Ultima pagina

8.4 Utilizagc&@o de processores Imunoblot
Para o processamento automatizado dos Blots e LINES est&o validados os seguintes aparelhos:
Apollo e Profiblot. Basicamente, sdo adequados todos os blots automaticos habituais.

9. Avaliacao do teste

Para uma avaliagdo segura, cada tira de LINE proporciona dois controlos:

1. Controlo do soro (= serum control):
A banda de incubacao do soro aparece apenas depois da incubacéo com soro de paciente, aparecendo por baixo da
linha de marcagéo (=markline).

2. Controlo do conjugado (= conjugate control):
A tira LINE esta equipada com uma banda de controlo do conjugado que se torna visivel depois da incubacdo com o
respectivo conjugado.
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O teste é valido se na tira de teste de nitrocelulose revelada estiver bem visivel tanto o controlo de soro como também o
controlo de conjugado interno.
A posicdo das bandas de soro e das bandas de controlo do conjugado consta na folha de registo.

9.1

Avaliagcdo das amostras de paciente

A posicdo e a designacao das bandas reactivas consta na folha de registo.

Bandas IgM:

Bandas IgG:
WE 223G)

9.2

Utilizag&@o do controlo cut off

OspC, VisE-MIx, p39 e uma banda EBYV para o diagnostico de exclusao
VISE-Mix, p39, p83/100, (iv1), (iv2), (iv3), (iv4) e banda TpN17 para diagndstico de excluséo (apenas com

As bandas cuja intensidade é mais fraca que as bandas cut off do controlo cut off ndo sao utilizadas para a avaliag&o.
Bandas cut off IgM: OspC
Bandas cut off IgG: VISE-Mix

9.3

Significado dos antigénios

Lista dos antigénios de Borrelia burgdorferi utilizados, altamente purificados (OspC) e recombinantes (VISE, p83/100, p39,
BBA36, BBO323, Crasp3 und pG), o EBV Viral Capsid Antigen gp125 e o antigénio TpN17. A mistura de VISE é constituida
por dois antigénios recombinantes da genoespécie Borrelia burgdorferi s. s. e Borrelia garinii.

recombinante

experimentada in vivo, que apresenta epitopos conservados — de
vérias genoespécies — altamente imunogénicos. Na sorologia de
IgM s&o observadas reatividades contra VISE, especialmente no
caso de soros de doentes com borreliose de Lyme precoce. Na
sorologia de 1gG séo observadas reatividades contra VISE,
especialmente no caso de soros de doentes com borreliose de
Lyme precoce e avangada. VISE funciona na sorologia de I1gG
como marcador de borreliose de Lyme nos varios estadios da
doenga. VISE é um antigénio de 35 kDa, que esta codificado na
Ip28-1 (2).

Relevancia biolégica:

B. burgdorferi s.I. pode persistir em mamiferos infetados, apesar da
sua resposta imunolégica ativa. Suspeita-se que a diversidade
combinatéria dos antigénios da proteina de superficie VISE
contribui - como mecanismo de "immune escape"” - para esta
persisténcia (51, 52, 53).

Antigénio/ Significado dos antigénios Especificidade| Estirpes de
Denominagéo dos anticorpos| origem/purificaca
em LINE 0
OspC (p23), Outer surface-protein C. Lipoproteina codificada pelo plasmideo (6, Especifico B. afzelii PKo
antigénio nativo 22, 26, 28). Marcador importante para manifestagGes precoces de | (3, 8, 22, 28, (originalmente
o borreliose de Lyme na sorologia de IgM (1, 4, 8, 9, 15, 22, 28, 29, 30, 31, 32) isolada de lesdo de
purificado . . .
31, 32). eritema migratorio
Relevancia biologica: na Alemanha) /
B. burgdorferi s. |. necessita de OspC provavelmente para uma purificada mediante
infecao inicial bem-sucedida do mamifero hospedeiro (46, 47, 48, SDS-Page
49). As espiroguetas expressam OspC durante a refeicédo de preparativo
sangue na carraga e na fase inicial de infe¢do do mamifero
hospedeiro (46). Apds a transmissao das espiroquetas para o
mamifero, a expressdo OspC é novamente regulada para baixo. A
lipoproteina ndo parece ser necessaria para uma infecao
persistente (47, 47). Tilly et al. suspeitam que a OspC impede a
fagocitose das espiroquetas durante a fase inicial da infecdo do
mamifero hospedeiro (50).
VISE, Variable major protein like sequence E. Lipoproteina B. burgdorferi | Especifico B. burgdorferi B31

(originalmente
isolada de uma
carraga infetada de
Shelter Island,
Nova lorque), B.
garinii IP90
(originalmente
isolada de uma
carraca na Russia)
/

Purificada de E.
coli mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA
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p39 (BMpA), Borrelial membrane protein A. Marcador central codificado Altamente B. afzelii PKo
recombinante cromossomicamente (6, 19), na sorologia de 1gG para infe¢cdes de | especifico (originalmente
borreliose de Lyme disseminadas (4, 8, 18). (4,5, 6, 8, 14, isolada de lesao

As proteinas Bmp séo lipoproteinas com fungéo desconhecida. 15, 18, 31, 32) | humana de eritema
migratorio na
Alemanha) /
purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

p83/100, Antigénio codificado cromossomicamente, associado ao cilindro Altamente B. afzelii PKo
recombinante protoplasmatico (12, 13), conservado em B. burgdorferi s. . (17). especifico (originalmente

Marcador central na sorologia de 1gG para borreliose de Lyme (3,5, 8, 22, 24,| isolada de lesdo

avancada (8, 24, 29). 29, 31) humana de eritema
migratorio na
Alemanha) /
purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

BBA36 Antigénio B. burgdorferi de 22 kDa experimentado in vivo, que estd| Altamente B. afzelii MMS
(iv1)*, coQificado na Ip54}. BBA36 apresgnta epl’topos conservados - de especifico .(originalmente
recombinante varias genoespécies - altamente imunogénicos. BBA36 é um isolada de uma
marcador importante para borreliose de Lyme avangada (infe¢6es carraca infetada na
disseminadas) na sorologia de IgG (10). Alemanha) /
purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA
BBO323 Antigénio B. burgdorferi de 42 kDa experimentado in vivo, que esta| Especifico B. burgdorferi ZS7
(iv2)*, codificado cromossomicamente. BB.O323 apresentg epitopog .(originalmente
recombinante conservados - de varias genoespécies - altamente imunogénicos. isolada de uma

BBO323 é um marcador importante para borreliose de Lyme carraga infetada na

avancada (infecdes disseminadas) na sorologia de 1gG. (54) Alemanha) /
purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

Crasp3 Complement regulator-aquiring surface protein3. Antigénio de Altamente B. burgdorferi ZS7

(iv3)*, supgrficie B. burgdorferi de 21 kDa experimentado in vivq, gue esta| especifico Foriginalmente

recombinante codificado na cp32-8. Membro da familia Erp. Marcador importante isolada de uma
para borreliose de Lyme avangada (infe¢6es disseminadas) na carraga infetada na
sorologia de 1gG. Crasp3 auxilia a resisténcia ao complemento (11, Alemanha) /

54). purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

pG Antigénio B. burgdorferi de 22 kDa experimentado in vivo, que estad| Altamente B. burgdorferi ZS7/

(iva), codificado na cp32-3. Membro da familia Erp. Marcador importante | especifico B. afzelii

recombinante para borreliose de Lyme avancgada (infe¢6es disseminadas) na (originalmente
sorologia de 1gG (16). isolada de uma
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EBV “Virus Capsid Antigen” imunodominante de Epstein Barr. Os
VCA-gp125 anticorpo de IgM contr,a o YCA-9p125 desaparecem normalmente
algumas semanas ap0s a infecéo pelo VEB.

Treponema Marcador de sifilis primaria, secundéaria e latente
pallidum

TpN17

recombinante

(apenas em

WE223G)

Marcador
altamente
especifico na
sorologia de
IgM para uma
infecdo
primaria pelo
VEB

altamente
especifico para
todos os
estadios de
infecao

carraca infetada na
Alemanha) /
purificada de E. coli
mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

A purificagéo de
pgl25 resulta do
lisado de células
inteiras (células
humanas infetadas
por VEB) mediante
cromatografia de
afinidade utilizando
um anticorpo anti-
125 monoclonal

Treponema
pallidum/
Purificado de E.
coli mediante
cromatografia de
afinidade em Ni-
NTA

*(iv1-4) = in vivo (iv) antigénios expressos

9.4 Critérios de avaliacdo

A interpretacdo dos resultados sorolégicos deve incluir sempre o quadro clinico, dados epidemiolégicos e outros resultados

analiticos disponiveis.

Avaliacéo global recomendada (IgM + IgG) dos antigénios de borrelia

Para um diagnéstico seguro de borrelia, o LINE deve ser realizado no IgG e no IgM e diagnosticado em comum.

Sao consideradas positivas apenas as bandas que mostram uma intensidade > a das bandas de cut off.

Banda(s) a aparecer no IgM Banda(s) a aparecer no IgG Avaliacéo
Sem bandas ou < bandas de cut off
Sem bandas ou < bandas de cut off| ou ou Negativo
11 banda IgG (excepto VISE)
1 banda IgM (excepto OspC) ou Bandas IgG VISE no limite
Banda IgM OspC
ou ou > 2 bandas IgG Positivo
> 2 bandas IgM
1 banda IgM e 1 banda IgG Positivo (*)

(*) Aconstelacdo de bandas na linha sobre um fundo cinzento mostra a combinacgéo de apenas uma banda no IgM mais uma

banda no IgG que na avaliagdo global (IgM + 1gG) deve ser considerada positiva.
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Avaliacdo recomendada com EBV-gp125 positivo na serologia IgM

No ambito de uma infeccdo primaria pelo EBV podem surgir reactividades de anticorpos contra os antigénios de Borrelia
burgdorferi sensu-lato, devido a estimulag&o policlonal das células B (55). Dai podera resultar um diagnostico da borreliose
de Lyme erradamente positivo. Para minimizar tais diagndsticos errados, o VIROTECH Borrelia in vivo IgM LINE Immunoblot
contém o Viral Capsid Antigen gp125 Epstein Barr. Se, na serologia IgM e/ou IgG, os gp125 reagirem igualmente com uma
intensidade > da banda cut off IgM, a par dos antigénios de Borrellia, , deve verificar-se o estado completo EBV do soro a
titulo de seguranca (por ex. com o VIROTECH EBV IgG LINE Immunoblot; enc. n°: WE102G32/96 e VIROTECH EBV IgM
LINE Immunoblot; enc. n°: WE102M32/96).

A banda EBV-gp125 n&o esta validada para uma aplicagéo no diagndstico de liquido.

Avaliagdo recomendada da banda TpN17

A banda do antigénio TpN17 para Treponema pallidum (apenas para WE223G)

No diagnostico serolégico da borreliose de Lyme observam-se reacgBes cruzadas com outros microorganismos. Neste
contexto, as infecgBes com o virus de herpes (sobretudo EBV), bem como com doengas causadas por bactérias, tal como a
sifilis, revestem-se aqui de grande importancia. A MiQ12/2000 para borreliose de Lyme recomenda: “Em caso de resultados
de teste difusos ou positivos (observacéo: da serologia da borreliose de Lyme), deve realizar-se um teste Lues (por ex. TPHA),
para excluir resultados erradamente positivos devido a anticorpos com reaccao cruzada contra os treponemas.”

A banda TpN17 destina-se a detectar resultados erradamente difusos/positivos no diagnéstico serologico da borreliose de
Lyme por anticorpos que apresentam reaccao cruzada devido a uma infecgdo com Treponema pallidum (sifilis).

Se, no VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 1gG LINE Immunoblot, haver uma reaccdo banda TpN17 > banda cut off IgG e,
simultaneamente, uma reaccéo de antigénios da borrelia no IgM e/ou no IgG, deve verificar-se, a titulo de seguranca, o estado
completo do soro quanto a sifilis (por ex. com VIROTECH Treponema pallidum IgG LINE Immunoblot, enc. n°: WE150G16/32
e VIROTECH Treponema pallidum 1gG LINE Immunoblot, enc. n°: WE150M16/32).

Deve respeitar-se impreterivelmente o seguinte:

a. Abanda TpN-17 n&o pode substituir um diagnéstico diferencial completo da sifilis em termos de sensibilidade
e especificidade.

b. Uma banda de antigénios TpN17 negativa ndo exclui, de um modo geral, a possibilidade de existéncia de
anticorpos contra Treponema pallidum.

c. Um resultado positivo da banda de antigénios TpN17 deve ser averiguado por testes adequados de
confirmagéo de Treponema pallidum (por ex.: VIROTECH WE150).

d. A banda TpN-17 ndo esta validada para uma aplica¢@o no diagndstico de liquido.

Constelac8es de diagndstico tipicos

A ordem dos antigénios nas tiras do Borrelia in vivo LINE foi escolhida por forma a que os antigénios (por exemplo: OspC,
VISE-IgM, VISE-IgG) que reagem preferencialmente com anticorpos de pacientes com borrelioses de Lyme antigas se
encontram na parte superior da tira (préximos da linha de marcacdo). Os antigénios (por exemplo: p83, BBA36, BBO323,
Crasp3, pG) que reagem preferencialmente com anticorpos de pacientes com borrelioses de Lyme avangadas encontram-se
na parte inferior da tira (afastados da linha de marcagéo). Desta forma, j& a impresséo Optica da distribuicdo nas bandas
constitui um indicio para o estado da infeccdo (desde a borreliose de Lyme antiga a tardia).

Exemplos para constelagdes de bandas frequentes nos seguintes estados de infeccéo:

Fase da borreliose Serologia IgM Serologia IgG
OspC VISE
Borrelioses de Lyme VISE VISE
precoces p39 VISE
> 2 bandas nenhuma ou VISE
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OspC nenhuma

) Podem aparecer todas VISE e p39
Borrelioses de Lyme
as bandas IgM ou

disseminadas 2 bandas
nenhuma

As bandas IgM sé@o cada| Com o avanco da infeccao aparecem,

) vez menos nitidas. normalmente, também cada vez mais
Borrelioses de Lyme

bandas IgG nas mais variadas combinacgdes.
avancadas

p39, p83, VIsE, ivl-4 (BBA36, BBO323,
Crasp3 e pG)

9.5 Limites do teste

1. Um resultado negativo no soro ndo exclui completamente uma possivel infecgdo com B. burgdorferi s.I. A amostra pode
ter sido recolhida antes do surgimento dos anticorpos, ou a titulagéo de anticorpos situa-se abaixo do limite
comprovativo do teste.

2. O tratamento dos pacientes com antibiética no estado precoce da doenga (35, 37) pode provocar a supressao da
resposta imunoldgica, por forma a ser impossivel comprovar anticorpos anti-B. burgdorferi especificos.

3. Areacgao cruzada entre Borrelia e outros espiroquetidios pode provocar o aparecimento de bandas associadas a
borrelias e, por conseguinte, um resultado positivo errado. Os soros de pacientes com as seguintes infec¢des
(exemplos) podem apresentar reacgdes cruzadas: Sifilis (Treponema pallidum), framboesia (Treponema pertenue), febre
recorrente (Borrelia espec.), leptospiroses (leptoespiros espec.) (38). Também o virus do herpes (CMV, HSV,
parvovirus) pode provocar reacgdes cruzadas (34, 39). Se, para além de reactividades contra os antigénios da borreliose
de Lyme, se apresentar uma reactividade contra o antigénio TpN17 no VIROTECH Borrelia in vivo + TpN17 IgG LINE
Immunoblot (WE223G), devem tomar-se em consideracéo as indicagdes no ponto 9.4 (Avaliagcdo recomendada da
banda TpN17).

4.  No ambito de uma infecgao primaria pelo EBV podem surgir reactividades de anticorpos contra os antigénios de Borrelia
burgdorferi sensu-lato, devido a estimulag&o policlonal das células B (34, 39). Se, para além de reactividades IgM e/ou
IgG contra os antigénios da borreliose, se apresentar, também uma reactividade contra EBV-gp125 no VIROTECH
Borrelia in vivo IgM LINE, deve excluir-se uma mononucleose através de meios de diagnostico diferencial.

5. Em casos isolados, os soros de paciente podem mostrar bandas “inversas” (fundo escuro, bandas brancas); estas nao
devem ser consideradas, o que significa que, neste caso, o Imunoblot ndo pode ser avaliado. O soro devera ser
analisado através de outros métodos serolégicos.
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11. Simbolos

@ Ver instrugdes de utilizagéo!
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12. Esquemade realizacdo do teste

Realizacdo do teste numa forma sucinta:

Incubagéo de amostras 30 minutos 15 ul de soro/plasma de paciente /100 pl de
controocada um em 15 ml de
diluicdo/lavagem

Lavar 3 x 5 minutos Com 1,5 ml tampao de diluicdo/lavagem

Incubacgéo do conjugado 30 minutos Com 1,5 ml de conjugado diluido (1 + 100)

Lavar 3 x 5 minutos Com 1,5 ml tamp&o de diluicdo/lavagem

1 x 1 minuto Com &gua destilada/desionizada

Incubacgéo do substrato 10 + 3 minutos Com 1,5 ml de substrato

Parar 3 x sem incubacao intermédia  Com 1,5 ml de 4gua destilada/desionizada

Tabela de diluicdo do conjugado: (arredondado)

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

Tampao de diluicao/lavagem| 4 51 | 30m1 | 45ml | 60ml | 75ml | 9.0ml | 11,0ml | 12.0ml | 14,0ml | 15.0ml

Concentrado de conjugado | 15\, |30 |asu |60 | 75w | ooul 110ul | 120ul | 140u1 | 1504l

Volume final 1,515ml1| 3,03ml | 4,545ml| 6,06mI | 7,575m1| 9,09m!I | 11,11mI| 12,12ml| 14,14ml| 15,15mI

NUmero de tiras 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tampdo de diluicao/lavagem| 1, o1 | 15.0mi | 20,0ml | 21,0ml | 23.0mi | 24,0mi | 26,0mi | 27.0ml | 29,0mi | 30,0ml

Concentrado de conjugado | 1.0, | 180 | 2004 | 2104 | 230w | 2404 | 260u | 270u | 200u | 3004l

Volume final 17,17ml| 18,18ml| 20,2ml | 21,21ml| 23,23mI| 24,24m1| 26,26ml| 27,27ml1| 29,29ml| 30,3m!

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

Tampao de diluicao/lavagem| o, o1 | 33.0mi | 35,0ml | 36,0ml | 38,0mi | 39,0ml | 41,0mi | 42,0ml | 44,0mi | 45,0ml

Concentrado de conjugado | 50, | 330, | 3504 | 360u | 380ul | 390u | 4104 | 42041 | a40u | 4500l

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

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

Tampao de diluicao/lavagem| o, o | 48.0mi | 50,0ml | 51,0ml | 53.0mi | 54,0mi | 56,0ml | 57.0ml | 59,0mI | 60,0ml

Concentrado de conjugado | 70, | 450 | 5004l | 5104 | 530u | 5401 | 560u | 57041 | 5904 | 6004l

Volume final 47.47m1| 48,48ml| 50,5ml | 51,51ml| 53,53mI| 54,54ml| 56,56m!| 57,57mi | 59,59ml1| 60,6m!
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