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UTILIZAGAO PRETENDIDA

O BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum (anti-soro Bordetella pertussis) e o BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum
(anti-soro Bordetella parapertussis) sdo recomendados para serem utilizados em testes de aglutinagcdo em lamina, para a
identificacdo da Bordetella pertussis e da Bordetella parapertussis.

O BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) é utilizado para demonstrar um teste de controlo de
qualidade positivo no teste de aglutinagéo em lamina.

RESUMO E EXPLICAGCAO

B. pertussis e B. parapertussis séo duas espécies de Bordetella isoladas a partir de humanos. Estes organismos aderem as células
epiteliais ciliadas do aparelho respiratério, multiplicam-se entre elas e ai permanecem. A B. pertussis é a principal causa de tosse
convulsa, ou pertussis. A B. parapertussis esta associada a uma forma da doenga mais ligeira e menos frequente.! Os dados
obtidos nos estudos de genética molecular mostram que estas duas espécies podem néo ser suficientemente diferentes para
serem classificadas como duas espécies distintas. A produgéo de toxinas continua a ser o principal factor de diferenciagéo entre

B. pertussis e B. parapertussis.

A pertussis classica é descrita como uma infecgdo do aparelho respiratério na qual o doente desenvolve uma tosse com um “sibilo”
caracteristico. O termo “tosse convulsa” foi abandonado quando se verificou que nem todos os doentes com tosse convulsa clinica
desenvolviam esta tosse caracteristica.

A Bordetella spp. é constituida por cocobacilos de pequenas dimensdes, Gram-negativos e aerdbios estritos, que ocorrem isolados
ou em pares, podendo exibir uma aparéncia bipolar. Apesar de algumas espécies serem moveis, a B. pertussis e a B. parapertussis
nao apresentam motilidade. Nao produzem acido a partir dos hidratos de carbono. A B. pertussis nao cresce em bases de agar de
sangue ou de agar de chocolate normais, enquanto que a B. parapertussis cresce em agar de sangue e, por vezes, em agar de
chocolate. O meio de isolamento principal deve incluir amido, carvao, resinas permutadoras de ides ou uma elevada percentagem
de sangue para inactivar as substancias inibidoras.2 A B. pertussis pode ser isolada a partir de secregdes colhidas da nasofaringe
posterior, de lavados bronco-alveolares e de amostras transbrénquicas.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

A identificagcdo de espécies de Bordetella inclui o isolamento do microrganismo, a identificagcéo bioquimica e a confirmacéo
serologica. A confirmagéo serologica envolve a reacgédo na qual o microrganismo (antigénio) reage com o anticorpo
correspondente. A reacgao in vitro produz aglomerados macroscopicos, denominados aglutinagéo. A reaccdo homéloga pretendida
devera ser rapida e produzir ligagdes fortes (elevada afinidade) sem dissociagado (avidez elevada).

Devido ao facto de um microrganismo (antigénio) poder aglutinar-se com um anticorpo produzido em resposta a outras espécies,
sdo possiveis as reaccdes heterologas. Tais reac¢des inesperadas e, possivelmente, imprevisiveis, podem conduzir a alguma
confuséo na identificagdo serolégica. Uma reacgdo positiva de aglutinagdo homdloga devera ser apoiada pela identificagao
morfolégica e bioquimica do microrganismo.

REAGENTES

O BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum (anti-soro Bordetella pertussis) e BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum (anti-
soro Bordetella parapertussis) sdo anti-soros policlonais de coelho liofilizados, que contém aproximadamente 0,1% de azida de
sédio como conservante.

O BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) € uma suspenséo de uma estirpe seleccionada de

B. pertussis, que contém aproximadamente 0,1% de azida de sédio como conservante.

Quando re-hidratados e utilizados conforme descrito, cada frasco de BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum (anti-soro Bordetella
pertussis) e BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum (anti-soro Bordetella parapertussis) diluido a 1:10 possui reagente
suficiente para 200 testes em lamina.

Quando utilizado conforme descrito, cada frasco de BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) possui
reagente suficiente para 140 testes em lamina.

Adverténcias e Precaugoes:
Para utilizagao em diagndstico in vitro.
Este produto contém borracha natural desidratada.

Cumprir as precaugdes estabelecidas contra riscos microbioldgicos em todos os procedimentos. Apos a utilizagéo, esterilizar em
autoclave as amostras, os recipientes, as laminas, os tubos e qualquer outro material contaminado. As instru¢des de utilizagéo
devem ser seguidas com cuidado.

ADVERTENCIA: Este produto contém azida de sédio, que é téxica por inalagéo, em contacto com a pele e por ingestdo. O
contacto com acido liberta um gas altamente téxico. Apds o contacto com a pele, lavar imediatamente com agua abundante.

A azida de sédio pode reagir com as canalizagdes de chumbo e cobre, produzindo azidas metalicas altamente explosivas. Ao
eliminar, dever-se-a irrigar com um grande volume de agua para evitar a sua acumulagéo.



Atencao

H302 Nocivo por ingestéo.

P264 Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento. P301+P312 EM CASO DE INGESTAO: caso sinta indisposigao, contacte um
CENTRO DE INFORMAGCAO ANTIVENENOS ou um médico. P501 Eliminar o conteudo/recipiente de acordo com os regulamentos
locais/regionais/nacionais/internacionais.

Armazenamento: Armazenar o BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum (anti-soro Bordetella pertussis) e BD Difco Bordetella
Parapertussis Antiserum (anti-soro Bordetella parapertussis) liofilizados e re-hidratados a uma temperatura entre 2 e 8 °C.

Armazenar o BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) a uma temperatura entre 2 e 8 °C.
O prazo de validade refere-se ao produto contido no recipiente intacto e armazenado conforme indicado.
A exposicao prolongada dos reagentes a outras temperaturas que nédo as especificadas é prejudicial para os produtos.

Elimine qualquer anti-soro com uma apresentagéo turva ou com precipitado apds a reidratagdo ou armazenamento, excepto se
for possivel clarificar o anti-soro por centrifugagao ou filtragao e este demonstrar reactividade adequada com controlos positivos
e negativos validados. Uma apresentagao muito turva € indicativa de contaminagéo e os anti-soros nestas condi¢des devem
ser eliminados.

O BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) permanece estavel até ao fim do prazo de validade
indicado no rétulo, quando armazenado conforme descrito. A exposigao a temperaturas inferiores a 2 °C pode provocar auto-
aglutinagéo. Os antigénios devem ser suspensdes homogéneas. Antes de utilizar, examinar os frascos de antigénio para verificar
se existe aglutinagé@o. As suspensdes com aglutinagdo nao sao utilizaveis e devem ser eliminadas.

COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

O isolamento da Bordetella requer a utilizagdo de determinados meios, como o agar de Bordet-Gengou. Para obter recomendagdes
especificas, consultar a bibliografia apropriada.2:3 Determinar se foi obtida uma cultura pura do microrganismo e se as reacgoes

do teste bioquimico séo consistentes com a identificacdo do organismo como Bordetella spp. Depois de cumpridos estes critérios,
podera ser realizada a identificacdo seroldgica.

O isolado destinado aos testes serolégicos devera ser repicado a partir de meios selectivos para um agar néo selectivo.

PROCEDIMENTOS

Material fornecido: BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum, BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum e BD Difco Bordetella
Pertussis Antigen.

Material necessario mas nao fornecido: Laminas de aglutinagdo com quadrados de 2,54 cm, varetas aplicadoras, soro fisiolégico
estéril a 0,85%, agua purificada e ansas de inoculagéo.
Preparacao do reagente

Antes de realizar os testes, estabilizar os materiais a temperatura ambiente. Certificar-se de que todos os utensilios de vidro e
pipetas estéo limpos e sem residuos, por exemplo, de detergentes.

Para re-hidratar o BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum (anti-soro Bordetella pertussis) e BD Difco Bordetella Parapertussis
Antiserum (anti-soro Bordetella parapertussis), adicionar 1 mL de agua destilada ou desionizada e rodar suavemente o frasco
para dissolver totalmente o conteudo. Diluir o anti-soro re-hidratado a 1:10 com soro fisioldgico estéril a 0,85%. Diluir apenas uma
quantidade suficiente para 1-2 dias de testes.

O BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) esta pronto para ser utilizado.

Testar a auto-aglutinagao do isolado

1. Apartir da cultura de teste no meio n&o selectivo, transferir uma ansa cheia de cultura para uma gota (aproximadamente 35 pL)
de soro fisiolégico estéril a 0,85% sobre uma lamina limpa e emulsionar o organismo.

2. Rodar a lamina durante um min e, em seguida, verificar se existe aglutinagao.

3. Se ocorrer aglutinagéo (auto-aglutinagéo), entéo a cultura é irregular e ndo pode ser testada. Efectuar a repicagem para agar
nao selectivo, incubar e testar novamente o organismo, conforme descrito nos passos 1 e 2.

4. Se nao ocorrer aglutinagéo, prosseguir com o teste do organismo.

Procedimento do teste

1. Numa lamina de aglutinacéo aplicar 2 gotas separadas (aproximadamente 35 pL, cada) do anti-soro Bordetella BD Difco a ser
testado. O primeiro quadrado deve ser utilizado para o isolado de teste e a segunda para o controlo positivo.

2. Controlo negativo — distribuir 1 gota de soro fisiolégico estéril a 0,85%.

3. Isolado a testar — A partir de um meio sélido de agar, transferir uma ansa cheia de uma colonia do isolado para a primeira gota
de anti-soro e uma segunda ansa cheia para o controlo negativo (soro fisiologico a 0,85%).

4. Controlo positivo — Adicionar 1 gota de BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) € ou uma
pequena quantidade de uma cultura conhecida de B. pertussis ou B. parapertussis a segunda gota de anti-soro.

5. Misture as areas de reacgéo do teste e do soro de controlo com uma vareta aplicadora e agite suavemente o tubo durante
1 min. Verificar se existe aglutinacéo.



CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

No momento da utilizagéo, testar os controlos positivo e negativo do antigénio para verificar o desempenho dos anti-soros, das
técnicas e da metodologia.

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagao locais
e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padréao de controlo de qualidade do laboratério. E recomendado que o utilizador
consulte as orientagdes CLSI e os regulamentos CLIA relativamente as praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS
1. Ler e registar os resultados da seguinte forma:
4+  100% de aglutinacéo, cor de fundo transparente a ligeiramente opaca
3+  75% de aglutinacgao, cor de fundo ligeiramente turva
2+  50% de aglutinacéo, cor de fundo moderadamente turva
1+ 25% de aglutinagéo, cor de fundo turva
- N&o ocorreu aglutinagao.
2. O controlo positivo devera apresentar uma aglutinagéo igual ou superior a 3+.
3. O controlo negativo ndo devera apresentar aglutinagéo.
4. Relativamente aos testes dos isolados, a ocorréncia de uma aglutinacéo igual a 3+ no periodo de 1 min € um resultado positivo.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

1. Alinterpretagdo correcta das reacg¢des serolégicas depende da pureza e caracteristicas morfolégicas da cultura e da ocorréncia
de reacgdes bioquimicas que sejam consistentes com a identificagdo do microrganismo como uma espécie Bordetella.

2. Os métodos seroldgicos utilizados isoladamente ndo permitem identificar o isolado como uma espécie Bordetella.

3. O calor excessivo proveniente de fontes externas (ansa bacterioldgica quente, chama do bico de Bunsen, fonte de luz, etc.)
pode impedir a formacao de uma suspensdo homogénea do microrganismo ou originar a evaporagao ou precipitagéo da
mistura do teste. Podem ocorrer reacgbes falsas positivas.

4. Aocorréncia de isolados de cultura irregular provocara a aglutinagdo espontanea, originando a aglutinagdo dos controlos
negativos (auto-aglutinagéo). Para os procedimentos seroldgicos, deverao ser seleccionadas e testadas colénias homogéneas.

5. Agitar bem o frasco de BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) antes de usar, de forma a obter
uma suspensdo homogénea. Ocasionalmente, uma suspensao de Bordetella podera assentar durante o armazenamento.

6. O BD Difco Bordetella Pertussis Antigen (antigénio Bordetella pertussis) sofrera uma aglutinagéo irreversivel se for submetido
a temperaturas de congelagéo em qualquer momento durante o transporte ou armazenamento. N&do deixar congelar.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

A sensibilidade do anti-soro anti-soro Bordetella BD Difco € determinada através da demonstragéo da reactividade apropriada,
conforme definido na secgao “Resultados”, em relagdo a um conjunto de culturas homologas bem caracterizadas de B. pertussis
e B. parapertussis com reactividade antigénica conhecida (consultar a tabela seguinte). A sensibilidade é determinada através da
demonstragao da nado reactividade em relagao a culturas ndo relacionada (heterélogas) de B. pertussis e B. parapertussis.

No. de catalogo. Produto Culturas homologas testadas
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

APRESENTAGAO

No. de Cat. Descrigao

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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