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AVSEDD ANVANDNING

BD Difco Bordetella pertussis-antiserum och BD Difco Bordetella parapertussis-antiserum rekommenderas for anvandning vid
agglutinationstester for identifiering av Bordetella pertussis och Bordetella parapertussis.

BD Difco Bordetella pertussis-antigen anvands som positiv kvalitetskontroll vid agglutinationstesten.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

B. pertussis och B. parapertussis ar tva Bordetella-species som har isolerats fran manniska. Dessa organismer adhererar till,
tillvaxer bland och kvarstannar i luftvagarnas cilieférsedda epitelceller. B. pertussis utgdr den framsta genesen till kikhosta

eller pertussis. B. parapertussis ger upphov till en lindrigare, mera sallan forekommande form av denna sjukdom.’ Data fran
molekylargenetiska studier visar att dessa tva species kan ha for sma skillnader for att kunna klassificeras som separata species.
Toxinproduktionen kvarstar som den framsta skillnaden mellan B. pertussis och B. parapertussis.

Klassisk pertussis beskrivs som en luftvagsinfektion vid vilken patienten utvecklar en hosta med karakteristiska “kikningar”. Termen
“kikhosta” ("whooping cough”) 6vergavs nar det fastslogs att inte alla patienter med kliniskt manifest pertussis utvecklar denna
karakteristiska hosta.

Bordetella-species ar sma, Gram-negativa, strikt aeroba kockobaciller som forekommer enskilt eller i par och kan uppvisa ett
bipolart utseende. Medan vissa species ar rorliga, ar B. pertussis och B. parapertussis ororliga. De ger ej upphov till syraproduktion
fran kolhydrater. B. pertussis vaxer ej pa vanliga blodagarmedier eller pa chokladagar, medan B. parapertussis kan vaxa pa
blodagar och ibland pa chokladagar. Medier fér odling av primarisolat maste innehalla starkelse, kol, jonbytande resiner eller en hog
koncentration blod for inaktivering av inhiberande substanser.2 B. pertussis kan pavisas fran sekret taget fran posteriora nasofarynx,
bronkoalveolart lavage och transbronkiella prover.

PRINCIPER FOR METODEN

Identifiering av Bordetella-species innefattar isolering av mikroorganismen, biokemisk identifiering och serologisk verifiering.
Serologisk verifiering innefattar den reaktion vid vilken mikroorganismen (antigenet) reagerar med dess motsvarande antikropp.

Vid in vitro-reaktionen uppstar en makroskopiskt synlig sammanklumpning, som kallas agglutination. En énskvard homolog reaktion
skall vara snabb, karaktariseras av starka bindningar (hog affinitet) och ej dissociera (hog aviditet).

Eftersom en mikroorganism (antigenet) kan agglutinera med en antikropp som producerats via reaktion mot nagot annat species
kan heterologa reaktioner forekomma. Sadana ovantade och eventuellt oférutsdgbara reaktioner kan orsaka en viss forvirring
vid den serologiska identifieringen. En positiv homolog agglutinationsreaktion bér stédja den morfologiska och biokemiska
identifieringen av mikroorganismen.

REAGENSER

BD Difco Bordetella pertussis-antiserum och BD Difco Bordetella parapertussis-antiserum bestar av frystorkade, polyklonala kanin-
antisera med cirka 0,1% natriumazid som konserveringsmedel.

BD Difco Bordetella pertussis-antigen utgors av en suspension selekterade stammar av B. pertussis innehallande cirka 0,1%
natriumazid som konserveringsmedel.

Vid rehydrering och anvandning enligt anvisningarna racker varje ampull BD Difco Bordetella pertussis- och BD Difco Bordetella
parapertussis-antisera i spadning 1:10 till cirka 200 agglutinationstester.

Vid anvandning enligt anvisningarna racker varje ampull BD Difco Bordetella pertussis-antigen till cirka 140 agglutinationstester.

Varningar och forsiktighetsbeaktanden:
Avsedd for in vitro-diagnostik.
Denna produkt innehaller torrt naturgummi.

Lakttag aseptisk teknik och vedertagna infektionsférebyggande forsiktighetsatgarder under samtliga férfaranden. Alla prover, behallare,
objektglas, provror och annat kontaminerat material skall steriliseras i autoklav efter anvandning. Folj bruksanvisningen noga.

VARNING! Denna produkt innehaller natriumazid, som &r toxiskt vid inhalation, hudkontakt och fortaring. Vid kontakt med syra
frigérs mycket giftig gas. Vid kontakt med huden skall huden omedelbart tvattas av med rikligt med vatten. Natriumazid kan reagera
med bly- och kopparledningar och bilda héggradigt explosiva metallazider. Vid bortskaffning ska produkten spolas ut med stora
mangder vatten for att férhindra ansamling av azid.

Varning

H302 Skadligt vid fortaring.
P264 Tvatta grundligt efter anvandning. P301+P312 VID FORTARING: Vid obehag, kontakta GIFTINFORMATIONSCENTRALEN
eller 1akare. P501 Innehallet/behallaren ska kasseras i enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestammelser.
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Forvaring: Frystorkat och rehydrerat BD Difco Bordetella pertussis-antiserum och BD Difco Bordetella parapertussis-antiserum
skall férvaras vid 2—-8 °C.

BD Difco Bordetella pertussis-antigen skall férvaras vid 2-8 °C.
Utgangsdatum galler for produkt i intakt behallare vid forvaring enligt anvisningarna.
Langvarig exponering av reagenserna for andra temperaturer an de specificerade skadar produkterna.

Kassera eventuellt antiserum som ar grumligt eller som innehaller fallning efter rehydrering eller férvaring savida inte det kan goras
ogrumligt genom centrifugering eller filtrering och uppvisar korrekt reaktivitet med validerade positiva och negativa kontroller. Kraftig
grumlighet indikerar kontamination och sadana antisera ska kasseras.

BD Difco Bordetella Pertussis-antigen ar hallbart fram till utgangsdatum pa etiketten, forutsatt att det forvaras enligt anvisningarna.
Exponering for temperaturer under 2 °C kan resultera i autoagglutination. Antigenerna maste utgora jdmna, homogena
suspensioner. Undersok antigenampullerna med avseende pa agglutination fére anvandning. Suspensioner med foérekomst av
agglutination kan ej anvandas och skall kasseras.

PROVTAGNING OCH -FORBEREDELSE

For isolering av Bordetella kravs speciella odlingsmedier, sasom Bordet-Gengou-agar. Se tillampliga referenser avseende
specifika rekommendationer.2.3 Kontrollera att en renkultur av mikroorganismen har erhallits och att reaktionerna vid biokemiska
tester ar forenliga med identifiering av organismen sasom Bordetella spp. Efter att dessa kriterier har uppfyllts kan serologisk
identifiering utfoéras.

Isolatet som skall testas serologiskt bor renodlas fran ett selektivt medium pa en oselektiv agar.

FORFARANDEN

Tillhandahallet material: BD Difco Bordetella Pertussis Antiserum, BD Difco Bordetella Parapertussis Antiserum och
BD Difco Bordetella Pertussis Antigen.

Material som kravs men ej medféljer: Objektglas for agglutination med rutor i storleken 2,54 x 2,54 cm, applikatorpinnar, steril
0,85 % koksaltldésning, aqua purif. samt odlingsoglor.
Reagensberedning

Vanta tills samtliga material uppnatt rumstemperatur innan testerna utfors. Se till att alla glasféremal och pipetter ar rena och fria
fran rester av rengéringsmedel och andra @mnen.

Rehydrera BD Difco Bordetella pertussis-antiserum och BD Difco Bordetella parapertussis-antiserum genom att tillsatta 1 mL
destillerat eller avjoniserat vatten och snurra forsiktigt tills innehallet har I16st sig fullstandigt. Spad rehydrerat antiserum till 1:10 med
steril 0,85 % koksaltlésning. Spad endast s& mycket som gar at till 1-2 dagars testning.

BD Difco Bordetella pertussis-antigen ar fardigt att anvanda.

Test av isolatet for autoagglutination

1. Overfor en dgla full med bakteriekultur som skall testas, fran det oselektiva mediet till en droppe (cirka 35 pL) steril 0,85 %
koksaltldsning pa ett rent objektglas och emulgera organismen.

2. Rotera objektglaset i en min och las sedan av fér agglutination.

3. Om agglutination (autoagglutination) uppstar, ar kulturen ojamn och kan inte testas. Renodla pa oselektiv agar, inkubera och
testa organismen igen enligt anvisningarna i steg 1 och 2.

4. Om ingen agglutination intraffar kan testningen av organismen fortsatta.

Testforfarande

1. Dispensera 2 droppar (ca 35 yL var) av det BD Difco Bordetella-antiserum som skall testas pa ett agglutinationsobjektglas.
Den forsta rutan ar avsedd for testisolatet och den andra fér den positiva kontrollen.

2. Negativ kontroll — dispensera 1 droppe steril 0,85 % koksaltldésning.

3. Testisolat — Overfor en 6gla med en isolerad koloni fran ett fast agarmedium till den férsta droppen antiserum och en andra
6gla med koloni till den negativa kontrollen (0,85 % koksaltlésning).

4. Positiv kontroll — Tillsatt 1 droppe BD Difco Bordetella pertussis-antigen eller en liten mangd av en kand kultur av B. pertussis
eller B. parapertussis till den andra droppen antiserum.

5. Blanda varije test- och kontrollserumreaktionsomrade med en applikatorpinne och vicka forsiktigt fram och tillbaka i 1 min. Avlas
for agglutination.

KVALITETSKONTROLL UTFORD AV ANVANDAREN

Vid anvandningstillféllet skall bade positiva och negativa antigenkontroller anvandas for att kontrollera funktionen hos antiserat,
anvanda tekniker och metodologin.

Kvalitetskontroll maste utféras i enlighet med gallande bestammelser eller ackrediteringskrav samt laboratoriets etablerade
procedurer for kvalitetskontroll. Det rekommenderas att anvandaren konsulterar tillampliga CLSI-riktlinjer och CLIA-foreskrifter for
lampliga kvalitetskontrollférfaranden.



RESULTAT

1.

2.
3.
4.

Avlas och anteckna resultaten enligt foljande:

4+ 100 % agglutination: klar till nagot suddig bakgrund

3+ 75 % agglutination: bakgrunden ar latt grumlig

2+ 50 % agglutination: bakgrunden ar mattligt grumlig

1+ 25 % agglutination: bakgrunden helt grumlig

- Ingen agglutination.

Den positiva kontrollen bor uppvisa agglutination av grad 3+ eller hégre.

Den negativa kontrollen bor inte uppvisa nagon agglutination.

Positivt resultat for testisolaten utgdrs av agglutination av grad 3+ eller hdgre inom 1 min.

METODENS BEGRANSNINGAR

1.

2.
3.

Korrekt tolkning av de serologiska reaktionerna ar avhangiga av en ren kultur och av morfologiska karakteristika och biokemiska
reaktioner férenliga med identifiering av mikroorganismen sasom en Bordetella-species.

Enbart serologiska metoder ar inte tillrackliga for identifiering av isolatet sasom Bordetella species.

Kraftig varme fran externa kallor (heta odlingsdglor, lagor, ljuskallor, m.m.) kan férhindra framstallning av en jamn suspension av
mikroorganismen eller orsaka avdunstning av eller fallning i testblandningen. Falskt positiva reaktioner kan forekomma.

Ojamna kulturisolat kan forekomma, vilka agglutinerar spontant och ger agglutination av de negativa kontrollerna
(autoagglutination). Vid serologiska tester bor slata kolonier valjas och testas.

Skaka flaskan med BD Difco Bordetella Pertussis-antigen val fére anvandning sa att en jamn, homogen suspension erhalls.
Bottensatser kan ibland bildas i Bordetella-suspensionen under férvaring.

Irreversibel autoagglutination uppstar i BD Difco Bordetella pertussis-antigenet om det vid nagot tillfalle under transport eller
forvaring utsatts for frysgrader. Far gj frysas.

KLINISKA PRESTANDA

Sensitiviteten hos BD Difco Bordetella-antisera bestdms genom pavisning av adekvat reaktivitet, enligt beskrivningen i avsnittet
"Resultat”, gentemot ett batteri valkaraktariserade homologa B. pertussis- och B. parapertussis-kulturer med kénd antigenreaktivitet
(se tabellen nedan). Specificiteten bestdms genom pavisning av icke-reaktivitet gentemot orelaterade (heterologa) B. pertussis- och
B. parapertussis-kulturer.

Katalognr. Produkt Testade homologa kulturer

B. pertussis 10536 MDH

223091 Bordetella Pertussis Antiserum 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

TILLGANGLIGHET

Kat. nr. Beskrivning

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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BD Diagnostics teknisk service: Kontakta narmaste BD-representant eller bes6k www.bd.com/ds.
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