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PRZEZNACZENIE

Antysurowice BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum oraz BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum sg zalecane do
stosowania w szkietkowych testach aglutynacji do identyfikacji Bordetella pertussis i Bordetella parapertussis.

Antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen stuzy do wykazywania dodatniego testu kontroli jako$ci w szkietkowym
tescie aglutynacji.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

B. pertussis oraz B. parapertussis to dwa gatunki z rodzaju Bordetella, ktére wyizolowano od ludzi. Organizmy te przylegaja,
namnazajg sie i przebywajg w urzesionych komoérkach nabtonka drég oddechowych. B. pertussis jest gidwng przyczyng kokluszu
lub krztusca. B. parapertussis jest odpowiedzialna za tagodniejszg, rzadziej wystepujgcg forme choroby.! Dane uzyskane na
podstawie badan technikami genetyki molekularnej pokazuja, ze te dwa gatunki moga réznic sig od siebie w zbyt matym stopniu,
aby klasyfikowac je jako oddzielne gatunki. Gtéwng réznicg miedzy B. pertussis oraz B. parapertussis jest wytwarzanie toksyn.

Klasyczny krztusiec jest opisywany jako infekcja drég oddechowych, podczas ktorej pacjent cierpi na charakterystyczny kaszel.
Angielski termin okreslajgcy odgtos kaszlu porzucono, gdy okazato sig, ze charakterystyczny kaszel nie wystepuje u wszystkich
pacjentéw z klinicznym krztuscem.

Bakterie z rodzaju Bordetella to malenkie, Gram-ujemne, scisle tlenowe ziarniako-pateczki, wystepujgce pojedynczo lub w parach

i posiadajgce budowe dwubiegunowg. Chociaz niektére gatunki sg ruchliwe, to B. pertussis oraz B. parapertussis sa nie wykazujg
ruchu. Nie wytwarzajg kwasow z weglowodandw. B. pertussis nie rosnie na zwyktych krwawych podfozach agarowych lub na agarze
czekoladowym, natomiast B. parapertussis ro$nie na agarze z krwig i niekiedy na agarze czekoladowym. Podtoza do pierwszej
izolacji muszg zawierac skrobie, wegiel drzewny, zywice jonowymienne lub wysokg zawartos¢ procentowg krwi w celu inaktywacji
substangji inhibitorowych.2 B. pertussis mozna wyhodowac z wydzielin pobranych z tylnej czesci nosogardzieli, poptuczyn
oskrzelowo-ptucnych i probek transbronchialnych.

ZASADY PROCEDURY

Identyfikacja gatunkéw z rodzaju Bordetella obejmuje izolacje mikroorganizmu, identyfikacje biochemiczng oraz potwierdzenie
serologiczne. Potwierdzenie serologiczne obejmuje reakcje, w ktérej mikroorganizm (antygen) reaguje z odpowiednim
przeciwciatem. Ta reakcja in vitro daje makroskopowe zlepianie sie zwane aglutynacjg. Pozgdana reakcja homologiczna powinna
by¢ szybka, wykazywa¢ mocne wigzanie (wysokie powinowactwo) i nie powinna dysocjowac (wysoka awidnosc).

Poniewaz mikroorganizm (antygen) moze aglutynowac z przeciwciatem wytwarzanym w odpowiedzi na inne gatunki, mozliwe sa
reakcje heterologiczne. Takie nieoczekiwane i przypuszczalnie nieprzewidywalne reakcje moga prowadzi¢ do pewnych watpliwosci
w identyfikacji serologicznej. Dodatnig reakcje aglutynacji homologicznej powinna uzupetnia¢ identyfikacja morfologiczna

i biochemiczna mikroorganizmu.

ODCZYNNIKI

BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum oraz BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum to liofilizowane, poliklonalne
antysurowice krolicze, zawierajgce jako $rodek konserwujgcy okoto 0,1% azydku sodu.

BD Difco Bordetella Pertussis Antigen to zawiesina wybranego szczepu B. pertussis, zawierajgca jako srodek konserwujacy okoto
0,1% azydku sodu.

Po uwodnieniu i zastosowaniu zgodnie z opisem, kazda fiolka antysurowic BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum i BD Difco
Bordetella Parapertussis Antiserum rozcienczona w stosunku 1:10 zawiera odczynnik wystarczajgcy na okoto 200 testow szkietkowych.
Podczas stosowania zgodnie z opisem, kazda fiolka antygenu BD Difco Bordetella Pertussis Antigen zawiera odczynnik
wystarczajgcy na okoto 140 testéw szkietkowych.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci:
Do stosowania w diagnostyce in vitro.
Produkt zawiera suchy kauczuk naturalny.

Wykonywanie wszystkich procedur wymaga przestrzegania technik aseptycznych i srodkéw ostroznosci zwigzanych z zagrozeniem
mikrobiologicznym. Gotowe prébki, pojemniki, szkietka, probéweki i inny skazony materiat po uzyciu nalezy wysterylizowac

w autoklawie. Nalezy $cisle przestrzegac¢ instrukcji uzytkowania.

OSTRZEZENIE. Niniejszy produkt zawiera azydek sodu. Azydek sodu jest toksyczny w wypadku przedostania sie do drég
oddechowych, kontaktu ze skérg lub potkniecia. Przy kontakcie z kwasem azydek uwalnia bardzo toksyczny gaz. Po kontakcie ze
skora, nalezy jg jak najszybciej zmy¢ obfitg iloscig wody. Azydek sodu moze reagowac z otowiem i miedzig wchodzacymi w sktad rur
kanalizacyjnych, tworzac bardzo wybuchowe azydki metali. Podczas usuwania nalezy sptukac¢ odpady odczynnika duzg objetoscig
wody, aby zapobiec gromadzeniu si¢ azydkow.



Uwaga

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

P264 Doktadnie umy¢ po uzyciu. P301+P312 W PRZYPADKU POLKNIECIA: W przypadku ztego samopoczucia skontaktowac¢
sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem. P501 Zawartosé/pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/
miedzynarodowymi przepisami.

Przechowywanie: Liofilizowane i uwodnione antysurowice BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum oraz BD Difco Bordetella
Parapertussis Antiserum nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2-8 °C.

Antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—-8 °C.

Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym pojemniku, przechowywanego zgodnie z instrukcja.

Dtugotrwate narazenie odczynnikdw na temperatury inne niz okreslone jest szkodliwe dla produktéw.

Nalezy wyla¢ antysurowice, ktéra jest metna lub zawiera osady po ponownym nawodnieniu lub przechowywaniu, chyba ze mozna jg
oczysci¢ za pomocg wirowania lub filtracji i potwierdzi¢ prawidtowg reaktywnos$¢ za pomocg zweryfikowanych kontroli pozytywnych i
negatywnych. Znaczne zmetnienie wskazuje na zanieczyszczenie; takie antysurowice nalezy wylac.

Podczas przechowywania zgodnie z opisem antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen jest stabilny do uptywu daty waznosci
umieszczonej na etykiecie. Narazenie na temperatury ponizej 2 °C moze spowodowac autoaglutynacje. Zawiesiny antygenow
musza by¢ klarowne i jednorodne. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ fiolki antygenéw pod katem aglutynacji. Zawiesiny z aglutynacjg
nie nadajg sie do uzytku i nalezy je wyrzucic.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

Izolacja bakterii z rodzaju Bordetella wymaga uzycia okreslonego podioza, takiego jak agar Bordet-Gengou Agar. Szczegétowe
zalecenia znajdujg sie w odpowiednich materiatach referencyjnych.2:3 Nalezy okresli¢, czy uzyskano czystg hodowle
mikroorganizmu, a reakcje testéw biochemicznych sa spéjne z identyfikacjg organizmu jako Bordetella spp. Po spetnieniu tych
kryteriow mozna przeprowadzi¢ identyfikacje serologiczna.

Izolat do testéw serologicznych powinien pochodzi¢ z posiewu pochodnego z podtoza wybiérczego na agar niewybiorczy.

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: Antysurowice BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum i BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum
oraz antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Szkietka do aglutynacji z kwadratami 2,5 cm, bagietki, sterylna 0,85% sdl fizjologiczna,
woda oczyszczona oraz ezy do inokulaciji.
Przygotowanie odczynnika

Przed przeprowadzeniem testéw nalezy doprowadzi¢ temperature wszystkich materiatdéw do temperatury pokojowej. Nalezy
upewni¢ sig, ze szkto laboratoryjne i pipety sg czyste oraz ze nie zawierajg pozostatosci, takich jak detergenty.

W celu uwodnienia antysurowic BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum oraz BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum
doda¢ 1 mL wody destylowanej lub dejonizowanej i delikatnie obracaé¢ do czasu catkowitego rozpuszczenia zawartosci. Uwodniong
antysurowice rozcienczy¢ w stosunku 1:10 sterylng 0,85% solg fizjologiczng. Rozcienczac¢ tylko na potrzeby 1-2 dni badan.

Antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen jest gotowy do uzycia.

Test izolatu pod katem autoaglutynacji

1. Przenies$¢ czes$¢ petnej objetosci ezy kolonii z testowanej hodowli na podtozu niewybiérczym do kropli (okoto 35 L) sterylnej
0,85% soli fizjologicznej na czystym szkietku i utworzy¢ emulsje.

2. Kotysac¢ szkietko przez jedng minute, a nastepnie obserwowac pod katem aglutynaciji.

3. Jezeli dochodzi do aglutynacji (autoaglutynacji), hodowla jest szorstka i nie moze by¢ badana. Wykona¢ posiew pochodny na
agarze niewybidrczym, inkubowac i ponownie przebada¢ organizm zgodnie z opisem w punktach 1 2.

4. Jezeli nie dochodzi do aglutynacji, przej$¢ do badania organizmu.

Procedura testowa

1. Na szkietko do aglutynacji nanies¢ 2 oddzielne krople (okoto 35 pL kazda) badanej antysurowicy BD Difco Bordetella
Antiserum. Pierwszy kwadrat jest przeznaczony dla badanego izolatu, a drugi dla kontroli dodatnie;j.

2. Kontrola ujemna — Nanies$¢ 1 krople sterylnej 0,85% soli fizjologiczne;j.

3. Badany izolat — Przenies¢ czes¢ petnej objetosci ezy izolowanej kolonii ze statego podtoza agarowego do pierwszej kropli
antysurowicy, a drugg czes¢ do kontroli ujemnej (0,85% sdl fizjologiczna).

4. Kontrola dodatnia — Dodac¢ 1 krople antygenu BD Difco Bordetella Pertussis Antigen lub niewielka ilo$¢ znanej hodowli
B. pertussis lub B. parapertussis do drugiej kropli antysurowicy.

5. Wymiesza¢ kazdy obszar reakcji testu i surowicy kontrolnej za pomoca bagietki i delikatnie kotysa¢ przez 1 minute.
Odczytac¢ aglutynacje.



Kontrola jakosci przez uzytkownika

Podczas stosowania nalezy sprawdzi¢ dziatanie antysurowic, technik i metodyki poprzez przeprowadzenie testu z uzyciem kontroli
antygenowych dajgcych wynik dodatni i ujemny.

Nalezy spetnia¢ wymagania kontroli jakosci zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa lokalnego, stanowego i/lub federalnego,

z wymaganiami akredytacji i standardowymi procedurami kontroli jakos$ci danego laboratorium. Zaleca sie, aby uzytkownik stosowat
sie do odpowiednich wytycznych CLSI i przepiséw CLIA dotyczgacych metod kontroli jakosSci.

WYNIKI
1. Odczyta¢ i odnotowac wyniki w nastepujacy sposob:
4+ 100% aglutynaciji, tto jest przejrzyste do lekko metnego
3+  75% aglutynacii, tto jest lekko metne
2+  50% aglutynaciji, tto jest umiarkowanie metne
1+ 25% aglutynacji, tto jest metne
- Brak aglutynacji.
2. Kontrola dodatnia powinna wykazywac¢ aglutynacje 3+ lub wieksza.
3. Kontrola ujemna nie powinna wykazywac¢ aglutynaciji.
4. Dla testowanych izolatow aglutynacja 3+ w ciggu 1 minuty jest wynikiem dodatnim.

OGRANICZENIA PROCEDURY

1. Prawidlowa interpretacja reakcji serologicznych jest uzalezniona od czystosci hodowli, charakterystyki morfologicznej i reakgji
biochemicznych, ktére sg spojne z identyfikacja mikroorganizmu jako gatunku z rodzaju Bordetella.

2. Same metody serologiczne nie wystarczg do identyfikaciji izolatu jako gatunku z rodzaju Bordetella.

3. Nadmierne ciepto pochodzace ze zrédet zewnetrznych (gorgca eza bakteriologiczna, ptomien palnika, zrédto Swiatta itp.) moga
uniemozliwi¢ réwnomierne zawieszenie mikroorganizmu bgdz spowodowac¢ odparowanie lub wytrgcenie mieszaniny testowe;.
Moga wystgpi¢ reakcje fatszywie dodatnie.

4. Wystepujace szorstkie izolaty hodowli aglutynujg spontanicznie, powodujgc aglutynacje kontroli ujemnej (autoaglutynacja).

W ramach procedur serologicznych nalezy wybierac i testowa¢ kolonie gtadkie.

5. Fiolke z antygenem BD Difco Bordetella Pertussis Antigen nalezy energicznie wstrzasnaé przed uzyciem, aby uzyskac klarowna,
jednorodng zawiesine. Sporadycznie zawiesina bakterii z rodzaju Bordetella moze opas¢ na dno podczas przechowywania.

6. Antygen BD Difco Bordetella Pertussis Antigen zamrazany w dowolnym momencie transportu lub przechowywania bedzie
wykazywat nieodwracalng autoaglutynacje. Nie nalezy dopusci¢ do zamrozenia.

CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Czutos$¢ antysurowic BD Difco Bordetella Antiserum jest okreslana przez wykazanie odpowiedniej reaktywnosci definiowanej

w czesci ,Wyniki” wobec zestawu dobrze scharakteryzowanych hodowli homologicznych B. pertussis oraz B. parapertussis

0 znanej reaktywnosci antygenowej (patrz tabela ponizej). Swoistos¢ jest okreslana przez wykazanie braku reaktywnosci wobec
niespokrewnionych (heterologicznych) hodowli B. pertussis oraz B. parapertussis.

Nr katalogowy Produkt Testowane hodowle homologiczne
B. pertussis 10536 MDH
223091 Bordetella Pertussis Antiserum B. pertussis ATCC 12743

B. pertussis Malkiel NIH

B. parapertussis 32472 MDH
B. parapertussis 170326 MDH

223101 Bordetella Parapertussis Antiserum B. parapertussis 17903
B. parapertussis Wolinski

DOSTEPNOSC

Nr kat. Opis

223091 BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum, 1 mL
223101 BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum, 1 mL
225851 BD Difco Bordetella Pertussis Antigen, 5 mL
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Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowac sig z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.
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