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Türkçe
KULLANIM AMACI

Difco Bordetella Pertussis Antiserum ve Difco Bordetella Parapertussis Antiserum, 
Bordetella pertussis ve Bordetella parapertussis tanımlanması için lam aglütinasyon 
testlerinde kullanılır.

Difco Bordetella Pertussis Antigen (Difco Bordetella Pertussis Antijen) lam 
aglütinasyon testinde pozitif bir kalite kontrol testi olarak kullanılır.

ÖZET VE AÇIKLAMA

B. pertussis ve B. parapertussis insandan izole edilen Bordetella'nın iki türüdür. Bu 
organizmalar solunum yolunun sillia epitel hücrelerine yapışır, çoğalır ve yerleşir. 
B. pertussis boğmaca veya pertussisin ana nedenidir. B. parapertussis hastalığın 
daha hafif, daha az sıklıkta görülen versiyonuyla ilişkilendirilir.1 Moleküler genetik 
çalışmalardan elde edilen veriler bu iki türün ayrı türler olarak sınıflandırılmak 
için yeterince farklı olmayabileceğini göstermiştir. Toksin üretimi B. pertussis ve 
B. parapertussis arasındaki önemli ayırımı oluşturur.

Klasik pertussis, hastada karakteristik "boğulurcasına" bir öksürük gelişmesine 
yol açan bir solunum yolu enfeksiyonu olarak tanımlanır. Klinik pertussis geçiren 
bütün hastalarda bu karakteristik öksürük gelişmediğinden "boğmaca" terimi artık 
kullanılmamaktadır.

Bordetella türleri küçük, gram-negatif, tek başına veya çiftler halinde olan ve bipolar 
görünüm sergileyebilen katı aerob kokobasillerdir. Bazı türler motil iken B. pertussis ve 
B. parapertussis non-motildir. Karbonhidratlardan asit üretmezler. B. pertussis yaygın 
kanlı agar bazlar veya çikolata agarda çoğalmazken, B. parapertussis kanlı agarda 
ve bazen çikolata agarda çoğalır. Birincil izolasyon için ortam nişasta, kömür, iyon 
değiştirme reçineleri veya inhibitör maddeleri etkisizleştirmek için yüksek oranda kan 
içermelidir.2 B. pertussis, posterior nazofarenks, bronşoalveolar lavaj ve transbronşiyal 
örneklerden toplanan salgılardan geri kazanılabilir.

PROSEDÜR İLKELERİ

Bordetella türlerinin tanımlanması mikroorganizmanın izolasyonu, biyokimyasal 
tanımlama ve serolojik doğrulamayı içerir. Serolojik doğrulama mikroorganizmanın 
(antijen) karşılık gelen antikor ile tepkimeye girdiği reaksiyonu kapsar. In vitro reaksiyon 
aglütinasyon adı verilen makroskobik topakları üretir. İstenen homolog reaksiyon hızlı, 
kuvvetlice bağlanan (yüksek afinite) ve ayrışmaz (yüksek avidite) olmalıdır.

Bir mikroorganizma (antijen) diğer bazı türlere karşı yanıt olarak üretilen bir antikor 
ile aglütine olabileceğinden, heterolog reaksiyonlar olasıdır. Bunlar yavaş oluşur ve 
zayıf olarak karakterize edilir ve buna benzer beklenmeyen ve belki tahmin edilmeyen 
reaksiyonlar serolojik tanımlamada bazı karışıklıklara sebep olabilir. Mikroorganizmanın 
morfolojik ve biyokimyasal tanımlanmasını pozitif bir homolog aglütinasyon reaksiyonu 
desteklemelidir.

REAKTİFLER

Difco Bordetella Pertussis Antiserum ve Difco Bordetella Parapertussis Antiserum, 
koruyucu olarak yaklaşık %0,1 sodyum azit içeren liyofilize, poliklonal tavşan 
antiserumlarıdır.

Difco Bordetella Pertussis Antigen koruyucu olarak yaklaşık %0,1 sodyum azit içeren 
seçilmiş bir B. pertussis suşunun bir süspansiyonudur.

Hidrate edildiğinde ve tarif edildiği gibi kullanıldığında, 1:10 seyreltilmiş her Difco 
Bordetella Pertussis ve Difco Bordetella Parapertussis antiserum flakonu yaklaşık 
olarak 200 lam testi için yeterli reaktif içerir.

Tarif edildiği gibi kullanıldığında her Difco Bordetella Pertussis Antigen flakonu yaklaşık 
olarak 140 lam testi için yeterli reaktif içerir.

Uyarılar ve Önlemler: 

In vitro Diyagnostik Kullanım içindir.

Bu ürünün ambalajı kuru doğal kauçuk içerir.

Tüm prosedürler boyunca mikrobiyolojik tehlikelere karşı uygun aseptik teknikleri ve 
belirlenen önlemleri uygulayın. Kullanımdan sonra, örnekler, kaplar, lamlar, tüpler 
ve diğer kontamine malzeme otoklavlanarak sterilize edilmelidir. Kullanım talimatları 
dikkatlice takip edilmelidir.

UYARI: Bu ürün sodyum azit içerir. Sodyum azit solumayla, cilt temasıyla ve yutulduğu 
takdirde çok zehirlidir. Asitlerle temas etmesi, çok zehirli gazların açığa çıkmasına 
neden olur. Cilde temas etmesi halinde, derhal bol suyla yıkayın. Sodyum azit, kurşun 
ve bakırla reaksiyona girerek yüksek oranda patlayıcı metal azit oluşturabilir. Atma 
işleminde, azit oluşumunu önlemek için fazla miktarda suyla çalkalayın.
Saklama: Liyofilize edilmiş ve sulandırılmış Difco Bordetella Pertussis Antiserum ve 
Difco Bordetella Parapertussis Antiserum'u 2 – 8 ºC'de saklayın.

Difco Bordetella Pertussis Antigen'i 2 – 8 ºC'de saklayın.

Reaktiflerin belirtilenin dışında sıcaklıklara uzun süre maruz kalması ürünlere zarar 
verir.
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Ürünün Bozulması: Son kullanma tarihi, belirtilen şekilde saklanan ambalajı açılmamış 
ürün için geçerlidir. Topaklanmışsa, renk değişimi varsa veya diğer bozulma belirtileri 
görülüyorsa ürünü kullanmayın.

Difco Bordetella Pertussis Antigen tarif edildiği gibi saklandığında son kullanma tarihine 
kadar stabildir. 2 °C altında sıcaklıklara maruz kalma otoaglütinasyona sebep olabilir. 
Antijenler homojen, üniform süspansiyonlar olmalıdırlar. Kullanımdan önce antijen 
flakonlarını aglütinasyon açısından inceleyin. Aglütine olan süspansiyonlar kullanılamaz 
ve atılmalıdır.

ÖRNEK TOPLAMA VE HAZIRLAMA

Bordetella izolasyonu Bordet-Gengou Agar gibi belirli bir ortamın kullanılmasını 
gerektirir. Özel öneriler için, uygun referansları inceleyin.2,3 Saf bir mikroorganizma 
kültürünün elde edilip edilmediğini ve biyokimyasal test reaksiyonlarının organizmanın 
Bordetella spp olarak tanımlanmasını doğrulayıp doğrulamadığını belirleyin. Serolojik 
tanımlama bu kriterlere uyulduğu takdirde gerçekleştirilebilir.

Serolojik test izolatı selektif ortamdan selektif olmayan agara alt kültür olarak 
aktarılmalıdır.

PROSEDÜR

Sağlanan malzemeler : Difco Bordetella Pertussis Antiserum, Difco Bordetella 
Parapertussis Antiserum ve Difco Bordetella Pertussis Antigen.

Gerekli fakat sağlanmamış malzemeler : 2,5 cm kare aglütinasyon lamları, aplikatör 
çubuklar, steril %0,85 salin, saf su ve aşılama özeleri.

Reaktif Hazırlanması

Testleri gerçekleştirmeden önce bütün malzemeleri oda sıcaklığına getirin. Bütün cam 
malzemeler ve pipetlerin temiz ve deterjan gibi artıklardan arınmış olmasını sağlayın.

Difco Bordetella Pertussis Antiserum ve Difco Bordetella Parapertussis Antiserum 
hidrate etmek için, 1 mL distile veya deiyonize su ekleyin ve içeriği tamamen çözmek 
için hafifçe çevirin. Hidrate edilmiş antiserumu steril %0,85 salin ile 1:10 oranında 
seyreltin. Test gereklilikleri için yalnızca 1 – 2 gün yetecek kadar seyreltin.

Difco Bordetella Pertussis Antigen kullanıma hazırdır.

Otoaglütinasyon için Test İzolatı

1. Selektif olmayan ortamdaki test kültüründen, temiz bir lam üzerinde bir damla 
(yaklaşık 35 µL) steril %0,85 saline bir öze dolusu aktarın ve organizmayı 
emülsifiye edin.

2. Lamı bir dakika çevirin, ardından aglütinasyonu gözlemleyin. 

3. Aglütinasyon (otoaglütinasyon) meydana gelirse, kültür hatalıdır ve test edilemez. 
Selektif olmayan ortamda alt kültür hazırlayın, inkübe edin ve organizmayı tekrar 
adım 1 ve 2'de tarif edildiği gibi test edin.

4. Aglütinasyon meydana gelmezse, organizmayı test etmeye devam edin.

Test Prosedürü

1. Bir aglütinasyon lamı üzerinde 2 ayrı damla (her biri yaklaşık 35 µL) test edilecek 
Difco Bordetella Antiserum dağıtın. İlk kare test izolatı için ve ikincisi pozitif kontrol 
için kullanılacaktır.

2. Negatif kontrol – 1 damla steril %0,85 salini dağıtın.

3. Test İzolatı – Bir katı agar ortamdan, antiserumun ilk damlası için bir öze dolusu 
izole koloni parçasını ve negatif kontrol için ikinci parçayı aktarın (%0,85 salin).

4. Pozitif kontrol – 1 damla Difco Bordetella Pertussis Antigen veya az miktarda 
bilinen B. pertussis veya B. parapertussis kültürünü ikinci damla antiseruma 
ekleyin.

5. Hem test hem de kontrol serum reaksiyon alanını bir aplikatör çubuk ile karıştırın 
ve 1 dakika hafifçe çalkalayın. Aglütinasyonu yorumlayın.

Kullanıcı tarafından Kalite Kontrolü

Kullanım sırasında, antiserumların performansını, teknikleri ve metodolojiyi kontrol 
etmek için hem pozitif hem de negatif antijen kontrollerini test edin.

Gerekli kalite kontrolleri ilgili yerel, resmi ve/veya federal düzenlemeler veya 
akreditasyon gerekliliklerine veya laboratuvarınızın standart Kalite Kontrol 
prosedürlerine uygun olarak gerçekleştirilmelidir. Kullanıcının, uygun Kalite Kontrol 
uygulamaları için ilgili CLSI (eski adı NCCLS) yönergelerine ve CLIA düzenlemelerine 
uyması önerilir.

SONUÇLAR

1. Sonuçları aşağıdaki gibi okuyun ve kaydedin:

 4+ %100 aglütinasyon; zemin berrak ila hafif bulanıktır

 3+  %75 aglütinasyon; zemin hafif bulanıktır

 2+  %50 aglütinasyon; zemin orta derecede bulanıktır

 1+  %25 aglütinasyon; zemin bulanıktır

 –  Aglütinasyon yok.

2. Pozitif kontrol 3+ veya daha fazla aglütinasyon oluşturmalıdır.

3. Negatif kontrol aglütinasyon göstermemelidir.

4. Test izolatları için 1 dakika içerisinde 3+ aglütinasyon pozitif bir sonuçtur.
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PROSEDÜRÜN KISITLI OLDUĞU ALANLAR

1. Serolojik reaksiyonların doğru yorumlanması kültür saflığına, morfolojik özelliklere 
ve mikroorganizmanın bir Bordetella türü olarak tanımlanmasını doğrulayan 
biyokimyasal reaksiyonlara bağlıdır.

2. Tek başına serolojik yöntemler izolatı Bordetella türü olarak tanımlayamaz.

3. Dış kaynaklardan aşırı ısı (sıcak bakteriyolojik öze, bek, ışık kaynağı, vb.) 
mikroorganizmanın homojen süspansiyonuna engel olabilir veya test karışımının 
buharlaşmasına veya çökelmesine sebep olabilir. Hatalı pozitif reaksiyonlar 
meydana gelebilir.

4. Negatif kontrolün aglütinasyonuna sebep olan hatalı kültür izolatları meydana gelir 
ve spontane olarak aglütine olur (otoaglütinasyon). Düzgün koloniler seçilmelidir ve 
serolojik prosedürlerde test edilmelidir.

5. Kullanımdan önce, homojen, uniform bir süspansiyon elde etmek için Difco 
Bordetella Pertussis Antigen'i iyice çalkalayın. Saklama sırasında bazen Bordetella 
süspansiyonu çökebilir.

6. Nakliye veya saklama sırasında dondurucu sıcaklıklara maruz kalması durumunda 
Difco Bordetella Pertussis Antigen geri dönüşsüz otoaglütinasyon gösterecektir. 
Donmasına izin vermeyin.

PERFORMANS ÖZELLIKLERI

Difco Bordetella Antisera duyarlılığı "Sonuçlar" bölümünde belirtildiği gibi, 
bilinen antijenik reaktiviteye sahip iyi karakterize edilmiş homolog B. pertussis ve 
B. parapertussis kültürlerine karşı uygun reaktiviteyi gösterip göstermemesiyle 
belirlenmektedir (aşağıdaki tabloya bakın). Spesifiklik, ilgili olmayan (heterolog) 
B. pertussis ve B. parapertussis kültürlerine karşı reaktif olmadığını göstererek 
saptanmaktadır.

Katalog No. Ürün Test Edilen Homolog Kültürler

223091
Bordetella Pertussis 
Antiserum

B. pertussis 10536 MDH
B. pertussis ATCC 12743
B. pertussis Malkiel NIH

223101
Bordetella Parapertussis 
Antiserum

B. parapertussis 32472 MDH
B. parapertussis 170326 MDH
B. parapertussis 17903
B. parapertussis Wolinski

TİCARİ TAKDİM ŞEKLİ

Kat. No. Açıklama

223091 Difco Bordetella Pertussis Antiserum, 1 mL

223101 Difco Bordetella Parapertussis Antiserum, 1 mL

225851 Difco Bordetella Pertussis Antigen, 5 mL
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