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Bacterials Antigens

Slide and tube agglutination

C € | BACTERIAL ANTIGENS
Antigenos Bacterianos

Aglutinacion en porta y tubo

Qualitative determination of febrile antibodies IVD

Store at 2-8°C.

PRINCIPLE OF THE METHOD o - . L )

The Bacterial Antigens is a slide and tube agglutination test for the qualitative and semi-quantitative detection of
antibodies anti-Salmonella, Brucella and certain Rickettsias in human serum. The reagents, standardized suspensions
of killed and stained bacteria, agglutinate when mixed with samples containing the homologous antibody.

CLINICAL SIGNIFICANCE ) ) o )

Febrile diseases diagnostic may be assessed either by microorganism isolation in blood, stools or urine, or by
titration of specific antibodies, somatic (O) and flagellar (H). Thé detection of these antibodies forms the basis
for the long-established Widal test. This test dictates that a serum with high levels of agglutinating antibodies to
O and H>1/100 is indicative of the infection with these microorganism.

Determinacion cualitativa de anticuerpos febriles IVD

Conservara?2-8°C.

PRINCIPIO DEL METODO o o . ) L
Los Antigenos Bacterianos son una técnica de aglutinacion en porta y tubo para la deteccion y semicuantificacion de
anticuerpos anti-Salmonella, Brucella y Proteus en suero humano. Los reactivos, suspensiones bacterianas, coloreadas
y estandarizadas, aglutinan en presencia del anticuerpo homologo correspondiente en las muestras ensayadas.
SIGNIFICADO CLINICO ) ) o ) )

El diagnostico de enfermedades febriles puede establecerse bien sea por el aislamiento del microorganismo en sangre,
orina 0 heces o por la demostracion del titulo de anticuerpos especificos, sométicos (O) \yvfla%elares (H) en el suero del
paciente. La determinacion de estos antlcuerBos forma las bases para el ensayo de Widal que establece que altos
niveles de anticuerpos O y H superiores a 1/100 en suero, es indicativo de infeccion por estos microorganismos.

REAGENTS REACTIVOS
REAGENT Antigen Ref. Size REACTIVO Antigeno Ref. Presentacion

Salmonella para;yphi AH a flagellar 1205011 Salmonella paralt(vphi AH a flagelar 1205011

Salmonella para typh( AO 1,2,12, somatic 1205021 Salmonella para typh[ AO 1,2,12, somatico 1205021

Salmonella para typhl BH b flagellar 1205031 Salmonella para typhl BH b flagelar 1205031

Salmonella paratyphi BO 1,4,5,12 somatic 1205041 Salmonella paralyph[ BO 1,4,5,12 somatico 1205041

Salmonella paratyphi CH c flagellar 1205051 Salmonella para typhl CH c flagelar 1205051

Salmonella paratyphi CO 6,7 somatic 1205061 Salmonella paratyphi CO 6,7 somatico 1205061

Salmonella typhi’H d flagellar 1205071 5mL Salmonella typhi’H d flagelar 1205071 5mL

Salmonella typhi O 1,9,12 somatic 1205081 Salmonella typhi O 1,9,12 somatico 1205081

Brucella abortus (*) somatic 1205091 Brucella abortus * somatico 1205091

Brucella melitensis somatic 1205097 Brucella melitensis somatico 1205097

Proteus OX2 somatic 1205101 Proteus OX2 somatico 1205101

Proteus OX19 somatic 1205111 Proteus OX19 somatico 1205111

Proteus OXK somatic 1205121 Proteus OXK somatico 1205121

Control + 1205201 1mL Control + 1205201 1mL

Control - 1205211 Control - 1205211

Bacterial Antigens Kit }%82882 8x 5‘;1{55“)'(‘1 ml Kit de Antigenos Febriles 1%8288% 8x an)l(_sg‘)h m
1205010 6x5mL-2x1mL 1205010 6x5mL-2x1mL

(*): Useful also for Brucella suis antibodies.

Different correlative letters to the reference correspond to different variables of presentation.

PRECAUTIONS . . .

R: EUH208-Contains formaldehyde. May produce an allergic reaction. EUH210-Safety data sheet available on

reciuest Control +/ - : H317-May Cause ari alleé%c skin reaction. Contain 2-Methylisothiazol-3(2H)-one (Proclin 950).

Follow the precautionary advice given in the SDS and the product label.

REAGENTS COMPOSITION ) . )

- Bacterial Antigens: Suspensions of Salmonellas, Brucellas and Proteus in glycine buffer, pH 8.2. Preservative.

- Controls: Animal serum. Preservative

CALIBRATION . " - )

There is not any Infernational Reference for the sensitivity standardization of these reagents. For this reason,

Spinreact uses an internal control that contains animal sérum with antibodies anti-Salmonellas, Brucellas and

Proteus, and titered with commercial reagents of certified quality.

PREPARATION AND STABILITY .

Antigen suspensions: Ready to use. Controls: Ready to use. Mix reagents gently before use.

Reagents deterioration: Presence of particles and clumps.

All the components of the kit are stable until the expiration date on the label when stored at 2-8°C, protected from

light and contaminations. Do not freeze.

ADDITIONAL EQUIPMENT ) _ _

- Mechanical rotator adjustable to 80-100 r.p.m. - Heater at 37°C. - Vortex mixer. - Pippetes 50 pL. - Glass slides.

SAMPLES

Fresh serum. Stable 8 days at 2-8°C or 3 months at —20°C. . . . o

The samples with presence of fibrin should be centrifuged before testing. Do not use highly hemolized or lipemic samples.

PROCEDURE

A. Slide agglutination method (qualitative test)r -

1. Bring the reagents and samples to room temperature. The sensitivity of the test may be reduced at low temperatures.

2. Place 50 L of the sample to be tested (Note 1 and 2) and 1 drop of each control into separate circles on the slide test.

3. Mix thle ?nggetn \?a(lngorously or on a vortex mixer before using. Add 1 drop (50 L) of antigen to each circle next to the
sample to be tested.

4. Mix \ln)/ith a disposable stirrer and spread over the entire area enclosed by the circle.

5. Place the slide on a mechanical rotator at 80-100 r.p.m., for 1 minute.

B. Slide agglutination method (titration) ‘ . . ,

1.Using a mlcrcplgette, deliver 80, 40, 20, 10 and 5 pL of undiluted serum into separate circles of the slide test.

2. Place 1 drop (5 uL? of the anngen to each circle next to the sample to be tested.

3. Mix with a disposable stirrer and spread over the entire area enclosed by the circle.

4. Place the slide on a mechanical rotator at 80-100 r.p.m., for 1 minute.

C. Tube agglutination method

1. Prepare & fow of tube test for each sample as follows:

Dilutions | 1/20 1/40 1/80 | 1/160 | 1/320 | 1/640
Sample (uL) | 100 - - - - -
NaCl 9 g/L (mL) 19 1 1 1 1 1

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

1 mL
discard

2. Pr%{)are 2 tubes for Positive and Negative control: 0.1 mL Control + 0.9 mL NaCl 9 g/L.
3. Add a drop (50pL) of antigen suspension to each tube.
4. Mix thoroughly and incubate tube test at 37°C for 24 h (Note 3).

READING AND INTERPRETATION (Note 4)

Slide agglutination method - . . .

Examine macroscopically the presence or absence of clumps within 1 minute after removing the slide from the

rotator comparing test results with control serums.

The reactions obtained in the slide titration method,are roughly equivalent to those which would occur in tube test

with serum dilutions of 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 and 1/320 respectively. If a reaction is found it is advisable to confirm

the reaction and establish the titer by a tube test.

Tube agglutination test . . .

Examine macroscopically the pattern of agglutination (Note 5) and compare the results with those given by all control

tubes. Positive control should give partial or complete a?glutlr]atlon. Negative Control should not give visible clumping.

Partial or complete agglutination with variable degree of Clearing of the Supernatant fluid is recorded as a positive. The

serum titer is defined as the highest dilution showing a positive result.

QUALITY CONTROL ) .

Positive and Ne?atlve controls are recommended to monitor the performance of the procedure, as well as a comparative

pattern for a betfer result interpretation. All result different from the negative control result, will be considered as a positive.

REFERENCE RANGES o o ) o

Salmonellas: Titers > 1/80 (O ant\bod|esl) and > 1/160 (H vam|bod|esg) indicates recent infection. Brucellas: Titers = 1/80 indicate

infection. Proteus: A great number of false positive reactions have been reported in healthy individuals with Proteus antigens,

especially in slide agglutination test. A titer of less than 1/160 should not be considered significant. The level of “normal
agglutinins to these organisms varies in different countries and different communities. It is recommended that each laboratory
establish its own refefence range.

PERFORMANCE CHARECTERISTICS ) ) , )

All the performance characteristics of the Bacterial Antigensmay be found in the corresponding Technical Report and

they are available on request.

INTERFERENCES ) - . )

Bilirubin (20 mg/dL), hemoglobin (10 g/L), lipids (10 g/L) and rheumatoid factors (300 IU/mL), do not interfere.

LIMITATIONS OF PROCEDURE ) ) ) ) o

- False ne?allveres.ults can be obtained in early disease, immune-unresponsiveness, prozone (Brucelosis), and antibiotic

treatment. fsomatlc). . ) . o o .
- Serological cross-reactions with Brucella have been reported in cases of infection or vaccination with some strains of
Vibrio cholerae, Pasteurella, Proteus OX19 and Y. enterocolitica (serotype 9).

NOTES

1. When testing for Brucella antibodies it is recommended to reduce sample volume to 20 yL in order to avoid prozone.

2. In some ﬂ?ographlcal areas with a high prevalence of febrile antibodies, it is recommended to dilute the sample % en
NaCl 9 g/L before to perform the assay. . .

3. The incubation procedure may be accelerated incubating as follows:

-Somatic (O) and Proteus antigens: 48-50°C for 4 h. -Flagellar (H) antl?ens_: 48-50°Cfor2h. .

4. A single positive result has less significance than the demonstration of a rising or falling antibodies titer as evidence
of infection. A clinical diagnosis should not be made on findings of a single test result, but should integrate both
clinical and Iabqratoa/ data. . o . - ) .

5. A somatic reaction (O) is characterized by coarse, comFact.agqunnatlon, which tends to be difficult to disperse, while
flagellar (H) has a characteristic loose, flocculant agglutination:

BIBLIOGRAPHY -
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4. David R et al Current Opinion in Infectious Diseases 18193: 6: 54-62.
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(*): Adecuada también para determinacion de anticuerpos anti-Br. suis.

Diferentes letras correlativas a la referencia, corresponden a distintas variables de presentacion.
PRECAUCIONES . L - .

R: EUH208-Contiene Formaldehido. Puede provocar una reaccion alérgica. EUH210-Puede solicitarse a ficha de
datos de seguridad. Control +/ - : H317-Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. Contienen 2-Metilisotiazol-3
(2H)-ona (Proclin 950). Seguir los consejos de prudencia indicados en la FDS y etiqueta del producto.
COMPOSICION DE LOS REACTIVOS L

- Antigenos Bacterianos: Suspension de Salmonellas, Brucellas y Proteus en tampén glicina, pH 8,2. Conservante.

- Controles: Suero animal. Conservante.

CALIBRACION . L L .

No existe referencia internacional para la estandarizacion de la sensibilidad de estos reactivos, por lo que se
utiliza un control interno constituido por suero animal que contiene anticuerpos frente a cada uno de los
antigenos citados anteriormente y que ha sido titulado con reactivos comerciales de calidad reconocida.

PREPARACION Y ESTABILIDAD ) )

Antigenos Bacterianos; Listos para el uso. Controles: Listos para el uso. Mezclar los reactivos suavemente antes de usar.
Indicadores de deterioro de los reactivos: Presencia de particulas y agregados.Todos los componentes del kit son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en el envase cuando’se mantienen los viales bien cerrados a 2-8°C,
protegidos de la luz y se evita la contaminacion durante su uso. No congelar.

MATERIAL ADICIONAL . . o

- Agitador rotatorio de velocidad regulable a 80-100 r.p.m. - Estufa a 37°C - Agitador vortex - Pipetas de 50 pL - Portas de vidrio.
MUESTRAS

Suero fresco. Estable 8 dias a 2-8°C 0 3 meses a —20°C. " ) i

Las muestras con restos de fibrina deben ser centrifugadas antes de la prueba. No utilizar muestras altamente hemolizadas o lipémicas.

PROCEDIMIENTO )

A. Método de aglutinacion en porta (cualitativo) - - .

1. Dejar a_temgerar [0s reactivos y las muestras a tem{)eratura ambiente. La sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

2. Depositar 50 4L de la muestra a ensayar (Nota 1y 2) y 1 gota (50 L) de cada control en circulos separados de un porta.

3. Mezclar el reactivo vigorosamenteo con el agitador vortex antes del ensayo. Afadir una gota (50 pL) de antigeno
roxima a la muestra a ensayar. L i

4. Mezclar con ayuda de un palillo, procurando extender la mezcla por toda la superficie interior del circulo.

5. Situar el porta'sobre un agitador rotatorio a 80-100 r.p.m., durante 1 minuto.

B. Método de aglutinacion en porta (titulacion) . .

1. Utilizando una mlcrop\geta, dlﬂ:ensa,r 80, 40, 20, 10y 5 pL de muestra no diluida en circulos separados de un porta.

2. Depositar una gota (50 4L de antigeno en cada circulo proximo a la muestra a ensayar. i

3. Mezclar con ayuda de un palillo, procurando extender la mezcla por toda la superficie interior del circulo.

4. Situar el porta'sobre un agitador rotatorio a_80-100 r.p.m., durante 1 minuto.

C. Método de aglutinacion en tubo (semicuantificacion)

1. Preparar una serie de tubos tal como sigue:

Diluciones | 1/20 1/40 1/80 1/160 | 1/320 | 1/640
Muestra (uL) 100 -- - - -- --
NaCl 9 g/L (mL) 1,9 1 1 1 1 1

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

TmL
desechar

2. Preparar 2 tubos mas para Control Positivoty Negativo: 0,1 mL Control + 0,9 mL NaCl 9 g/L.
3. Afadir una gota (50uL) de antigeno a cada fubo.
4. Agitar e incubar los tubos a 37°C durante 24 h (Nota 3).

LECTURA E INTERPRETACION (Nota 4)

Método de aglutinacion en porta . . . . ) .

Examinar macroscopicamente la presencia o ausencia de aglutinacion inmediatamente después de retirar el

porta del agitador y comparar los resultados con los sueros control.

Los resultados obtenidos en el método de titulacion en porta,son aproximadamente e% ivalentes a los que se

obtendrian en el método de aglutinacion en tubo con diluciones del suero de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 Y 1/320 respecti-

vamente. Cualquier resultado positivo, es aconsejable confirmar el titulo mediante el método de aglui

Método de aglutinacién en tubo o .

Examinar macroscopicamente el modelo de aglutinacion (Nota 5) y comparar los resultados con los obtenidos en los tubos

control. El control positivo debe mostrar aglutinacion parcial o completa. EI Control negativo no debe mostrar ningin tipo de

aglutinacion. Se considera como resultado positivo cualquier grado de aglutinacion parcial o completa, con diversos grados
de clarificacion del sobrenadante. El titulo de la muestra se define como [a dilucion mayor que muestra resultado positivo.

CONTROL DE CALIDAD . . . . "

Se recomienda utilizar el control positivo y neqanvo para controlar la funcionalidad de los reactivos, asi como modelo de comparacion

para la interpretacion de resultados. Todo resuiltado distinto al resultado que da el control negativo, se considerara positivo.

VALORES DE REFERENCIA ) ) " ‘

Son generalmente indicativos de infeccion reciente: Salmonellas: Titulos = 1/80 (anticuerpos sométicos) y = 1/160 (anticuerpos flagelares).

Brucellas: Titulos > 1/80. Proteus: Una elevada proporcion de individuos normales da resultados positivos con los antigenos de

Proteus, especialmente en el ensayo de aglutinacion en porta. Un titulo inferior a 1/160 en tubo, no debe considerarse significativo.

El nivel normal de anticuerpos febriles varia ampliamente segtin los diferentes paises y comunidades. Es recomendable que cada

laboratorio establezca sus propios valores de referencia.

CARACTERISTICAS DEL METODO . ) i )

Todas las caracteristicas diagnosticas de los distintos reactivos de Antigenos Bacterianos pueden encontrarse en

los correspondientes Informes Técnicos que se encuentran a disposicion del usuario que lo solicite.

INTERFERENCIAS ) - . o

Bilirrubina (20 mg/dL), hemoglobina (10 g/L), lipidos (10 g/L) y factores reumatoides (300 Ul/mL), no interfieren.

LIMITACIONES DEL METODO . ) ) L »

- Las infecciones recientes, la inmunodepresion, el efecto prozona (Brucelosis) y la terapia con antibioticos (sométicos),
ueden ocasionar falsas negatividades. o . N

- Se han descrito reacciones cruzadas con Brucelaen casos de infeccion o vacunacion con algunas cepas de Vibrio cholerae,

Pasteurella, Proteus OX19'y Y. enterocolitica (serotipo 9).

NOTAS ‘ ‘ ) ‘ ’

1. En los ensayos de anticuerpos anti-Brucela, se recomienda reducir la muestra a 20 L para evitar el efecto prozona.

2. En determinadas areas geograficas, con elevada prevalencia de enfermedades febriles, se recomienda diluir la muestra
1/4 en CINa 9 g/L antes de realizar el ensayo en porta.

3. Se puede acelerar los tiempos de incubacion de la siguiente manera:

- Antigenos somaticos (O) ){ Proteus: 48-50°C,4 h. - Antigenos flagelares (H): 48-50°C, 2 h. )

4. Un resultado positivo ajslado es menos significativo que una Variacion de titulos obtenidos en ensayos realizados a
distintos intervalos de tiempo. El diagnéstico clinico no debe realizarse (nicamente con los resultados del laboratorio,
sino que debe considerarse al mismo tiempo los datos clinicos del paciente. - ) L

5.la aqlutmacwon somatica se caracteriza por ser fina y granular, de formacion lenta y dificilmente disgregable. La aglutinacion
flagelar es algodonosa, de formacion rapida y facilmente disgregable.

BIBLIOGRAFIA o
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C € |BACTERIAL ANTIGENS
Antigénes Bactériens

Agglutination sur lame et en tube

C € | BACTERIAL ANTIGENS
Antigénios Bacterianos

Aglutinagdo em porta e tubo

Détermination qualitative d’anticorps fébriles IVD

Conservera2-8°C.

PRINCIPE DE LA METHODE o L , "
Les Antigénes bactériens sont une technique d'agglutination sur lame et en tube pour la détection et la semi-quantification
d'anticorps anti-Saimonelle, Brucella et Proteus dans le sérum humain Les réactifs, des suspensions bactériennes colorées
et standardisées, s'agglutinent en présence de I'anticorps homologue correspondant dans les échantillons testés.
SIGNIFICATION CLINIQUE ) ) ) ) )

Le diagnostic de maladies fébriles peut s'effectuer soit par I'isolement du microorganisme dans le sang, l'urine ou les
selles, soit par la demonstration du titrage d'anticorps spécifiques, somatiques éO?et fla?ella|res (}-(i} dans le sérum du
patient. La détermination de ces anticorps constitue la base de I'essai de Widal, qui établit que des niveaux élevés
d'anticorps O et H supérieurs a 1/100 dans le serum indiquent une infection par ces microorganismes.

Determinagao qualitativa de anticorpos febris IVD

Conservar a2 - 8°C.

PRINCIPIO DO METODO o _ . . L
Os Antigénios Bacterianos sdo uma técnica de aglutinagdo em porta e em tubo para a deteccéo e semiquantificacdo
de anucog).os anti-Salmonella, Brucella e Proteus no soro humano. Os reagentes, suspensoes bacterianas, coradas
e standardizadas, aglutinam na presenca do anticorpo homologo correspondente nas amostras testadas.
SIGNIFICADO CLINICO . . . . .

O diagnostico de doen?as febris pode ser feito tanto pelo isolamento do isolamento do microorganismo no sangue,
urina ou fezes como pela demonstra?ao do titulo de anticorpos especificos, somaticos (O) e flagelares (H) no soro do
paciente. A determinagao destes an |cor§)05 forma as bases para o ensaio de Widal que estabelece que elevados
niveis de anticorpos O e H superiores a 1/100 no soro, ¢ indicativo de infeccao por estes microorganismos.

REACTIFS REAGENTES
REACTIF Antigéne Ref. Présentation REAGENTE Antigénio Ref. Apresentagao

Salmonella para;yphi AH a flagellaire 1205011 Salmonella paralt(vphi AH a flagelar 1205011

Salmonella para typh( AO 1,2,12, somatique 1205021 Salmonella para typh[ AO 1,2,12, somatico 1205021

Salmonella para typhl BH iaflagellawe 1205031 Salmonella para typhl BH b flagelar 1205031

Salmonella paratyphi BO 1,4,5,12'somatique 1205041 Salmonella paratyphi BO 1,4,5,12 somatico 1205041

Salmonella paratyphi CH c flagellaire 1205051 Salmonella paratyphi CH c flagelar 1205051

Salmonella paratyphi CO 6,7 somatique 1205061 Salmonella paratyphi CO 6,7 somatico 1205061

Salmonella typhi’H d flagellaire 1205071 5mL Salmonella typhi’H d flagelar 1205071 5mL

Salmonella typhi O 1,9,12 somatique 1205081 Salmonella typhi O 1,9,12 somatico 1205081

Brucella abortus * somatique 1205091 Brucella abortus (*) somatico 1205091

Brucella melitensis somatique 1205097 Brucella melitensis somatico 1205097

Proteus OX2 somatique 1205101 Proteus OX2 somatico 1205101

Proteus OX19 somatique 1205111 Proteus OX19 somatico 1205111

Proteus OXK somatique 1205121 Proteus OXK somatico 1205121

Control + 1205201 1mL Control + 1205201 1mL

Control - 1205211 Control - 1205211

Kit Antigénes bactériens 1205006 |gygixomt Kit de Antigénios Bacterianos 1205006 lgysixomt
1205010 6x5mL-2x1mL 1205010 6x5mL-2x1mL

(*): Convient également a la détermination d’anticorps anti-Br. suis.

Différentes lettres corrélatives a la référence, correspondent aux différentes variables de présentation.

PRECAUTIONS i ) o ) ) i o

R : EUH208-Contient formaldéhyde. Peut produire une réaction allergique. EUH210-Fiche de donées de sécurité
peut étre demandee. Contrdle +/ - : H317-Peut provoquer une allergie cutanée. Contient du 2-methylisothiazol-3
(2H)-one (ProClin 950). Suivre les conseils de prudence indiqués dans la FDS et I'étiquette du produit.
COMPOSITION DES REACTIFS .

- Antigénes bactériens: susgensmn de Salmonelles, Brucellas et Proteus en tampon de glycine, pH 8,2. Conservateur.
- Témoins : sérum animal. Conservateur.

ETALONNAGE - - _
Il n'existe pas de référence internationale pour la standardisation dela sensibilité de ces réactifs, c'est pourquoi on
utilise un'témoininterne constitué de serum animal contenant des anticorps face a chacun des antigenes
précédemment cités, et titré avec des réactifs commerciaux de qualité reconnue.

PREPARATION ET STABILITE _ e ) . o
Antigénes bactériens: préts a I'usage. Témoins: préts a l'usage. Mélangez doucement les réactifs avant utilisation.
Indicateurs de dégradation des réactifs: présence de particules et d'agrégats. Tous les composants du kit sont stables

iusq,u"a la date de péremption indiquée sur 'emballage si les flacons sont conserves bien fermés a 2-8°C, a I'abri de la
umiére et si toute contamination est évitée lors de I'utilisation. Ne pas congeler.

MATERIEL ADDITIONNEL, ) . ) .

- Agitateur tournant a vitesse variable 80-100 tr/min - Etuve & 37°C - Agitateur Vortex - Pipettes de 50 L - Lames de verrre
ECHANTILLONS o

Sérum frais. Stable 8 jours a 2-8°C ou 3 mois a-20°C. . L e

Les échantillons contenant des restes de fibrine doivent étre centrifugés avant Iessai. Ne pas utiliser d‘échantillons fortement hémolisés ou lipémiques.
PROCEDURE A SUIVREA.

éthode d'agqluti,nat_ion sur lame (qualitatif) . . o X

Laisser reposer les réactifs et les échantillons a température ambiante. La sensibilité de 'essai se réduit & basses températures.

Déposer 50 L de ['échantillon a tester (remarque 1 et 22 et 1 goutte (50 uL? de chague témoin en cercles séparés sur une lame.
Mélanger le réactif \(|?OU[eusement ou avec |'agitateur vortex avant I'essai. Ajouter unegoutte (50 4iL) de I'antigéne a
roximité de I'échantillon a tester. ) i )

4. Mélanger a l'aide d'un agitateur, en essayant d'étaler le mélange sur toute la surface interne du cercle.

5, Placerla lame sur un agitateur tournant a 80-100 tr/min pendant 1 minute.

B. Méthode d'agglutination sur lame (tltra%e) i . - L

1. Al'aide d'une mlcroplgene, disposer 80, 40, 20, 10 et 5 L d'échantillon non dilué en cercles séparés sur une lame.

2. Déposer une goutte (50 L) de I'antigene dans chaque cercle a proximité de I'échantillon a tester.

3. Melanqer al'aide d'un agitateur, en éssayant d'étaler le mélange sur toute la surface interne du cercle.

4, Placerla lame sur un agitateur tournant a 80-100 tr/min pendant 1 minute.

C. Méthode d'agglutination en tube (semi-quantification)

1. Préparer une sérié de tube comme suit:

Dilutions | 1/20 1/40 1/80 1/160 | 1/320 | 1/640
Echantillon (uL) [ 100 - - - - -
NaCl9glL (mb) | 1,9 1 1 1 1 1

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

wr— =z

1 mL
écarter

2. Préparer 2 tubes sugglémentaire§ pour les témoins gositif et négatif : 0,1 mL témoin + 0,9 mL NaCl 9 g/L.
3. Ajouter une goutte (50pL) djant!%ene danschaque tube.
4. Agiter et incuber les tubes a 37°C pendant 24 h (remarque 3).

LECTURE ET INTERPRETATION (remarque 4)

Méthode d'agglutination sur lame o . R .

Examiner de maniere macroscopique la présence ou I'absence d'agglutination juste aprés avoir retiré I'échantillon

de l'agitateur et comparer les résultats avec les sérums témoins.

Les resultats obtenus par laméthode de titrage sur lame sont approximativement équivalents a ceux pouvant étre

obtenus par la méthode d,'agﬂlutmahpn en tube avec des dilutions de sérum de respectivement 1/20, 1/40, 1/80, 1/160

et 1/320. Pour chaque résultat positif, il est conseillé de confirmer le titre par la méthode d'agglutination en tube.

Méthode d'agglutination en tube o i

Examiner de maniére macroscopique le modele d'agglutination (remarque 5) et comparer les résultats avec ceux obtenus dans les

tubes témoins. Le temoin positif doit montrer une agglutination partielle ou complete. Le témoin négatif ne doit montrer aucun type

d‘ag?lu ination. Un résultat est considéré posiif en présence de fout niveau d'agglutination partielle ou complete, avec divers niveaux
de clarification du surnageant. Le titre de 'échantillon est défini comme étant Ia dilution la plus élevée montrée par le résultat positif.

CONTROLE DE QUALITE L A o . .

Il est recommandeé d'utiliser les témoins positif et négatif pour contréler la fonctionnalité des réactifs, et en tant que modéle de com{garalson

pour I'interpretation des résultats. Tout resultat autre que le résultat qui donne le controle negatif est considéré comme positif.

VALEURS DE REFERENCE . . . . .

IIs sont généralement indicateurs d'une infection récente: Salmonelles: titres 21/80 (anticorps somanqu_es? et 1/160 (anticorps flagellaires).

Brucellas: titres 1/80. Proteus: Une proportion élevée d'individus normaux donne des résultats posiifs avec les antigénes de Proteus,

notamment avec le test d'agglutination sur lame. Un fitre inférieur a 1/160 en tube ne doit pas étre considéré comme significatif. Le

niveau normal d'anticorps fébriles varie amplement en fonction des differents pays et communautés. If est recommandé que chaque
laboratoire établisse ses propres valeurs de réference.

CARACTERISTIQUES DE LAMETHODE | L . .

Toutes les caractéristiques diagnostiquées par les différents réactifs d'Antigénes bactériens sont consultables dans les

Rapports techniques correspondants qui sont a la disposition de tout usager qui en fait la demande.

INTERFERENCES ) . -

Pas d'interférence avec la bilirubine(20mg/dL), 'hémoglobine (10g/L), les lipides (10g/L), les facteurs rhumatoides (300Ul/mL).

LIMITES DE LA METHODE | . . L e .

- Les infections récentes, limmunodépression, I'effet prozone (Brucelosis) et la thérapie avec antibiotiques (somatiques)
euvent occasionner de fausses négativités, ) . Lo .

- Des reactions croisées avec Brucela ont été décrites en cas d'infection ou de vaccination avec certaines souches

Vibrio cholerae, Pasteurella, Proteus OX19 et Y. enterocolitica (sérotype 9).

REMARQUES . . o .

1. Dans les essais d'anticorps anti-Brucela, il est recommandé de réduire I'échantillon a 20 L pour éviter 'effet ,Frozo,ne, .

2. Dans certaines zones geographiques, ou laprévalence de maladies febriles est élevée, il est recommandé de diluer I'échantillon
1/40 dans CINa 9 g/L avant de realiser le test sur lame.

3. ll est possible d'accélérer les tem?s dincubation de la maniére suivante:

- Antigenes somatiques (O) et Proteus: 48-50°C, 4 h. - Antigenes flagellaires (H): 48-50°C, 2h. .

4. Un resultat positif isolé est moins agn!ﬂcanf qu'une variation de titres obtenus lors d'essais réalisés a différents intervalles
de temps. Le dla?qostlc clinique ne doit pas uniquement se faire a partir des résultats du laboratoire: les données cliniques
du patient doivent étre prises en compte en méme temps. . . o L

5. L'agglutination somatique se caractérise par un aspect fin et granulaire, de formation lente et difficilement désagrégeable.
L'agglutination flagellaire est cotonneuse, de formation rapide et facilement désagrégeable.
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(*): Adequada também para a determinacéo de anticorpos anti-Br. suis.

Letras diferentes associadas a referéncia, correspondem a variaveis de apresentacéao diferentes.

PRECAUgOES, . _ ) .

R: EUH208-Contém formaldeido. Pode provocar uma reacgéo alérgica. EUH210- A ficha técnica de seguranca
ode ser solicitada. Controle + /- : H317-Pode provocar uma reacao alérgica cutanea. Contém 2-metilisotiazol-3
2H)-ona (Proclin 950). Siga os conselhos de precaucao fornecidos na SDS e no rotulo do produto.

COMPOSICAO DOS REAGENTES o

- Antigénios Bacterianos: Suspensao de Salmonellas, Brucellas e Proteus em tampao glicina, pH 8,2. Conservante.

- Controles: Soro animal. Conservante.

CALIBRACAO _ i

Nao existe referéncia internacional para a standardizagéo da sensibilidade destes reagentes, pelo que se utiliza

um controlo interno constituido por soro animal que contém anticorpos frente a cada um dos antigenios citados

anteriormente e que foi titulado com reagentes comerciais de qualidade reconhecida.

PREPARAgAO E ESTABILIDADE o

Antigénios Bacterianos: Prontos para utilizagdo. Controlos: Prontos para utilizagdo. Agitar suavemente os reagentes antes de usar.

Indicadores de deterioragao dos reagentes: Presenca de particulas e agrégados.Todos os componentes do kit sao

estaveis ate ao final do prazo de validade indicado no recipiente. Quando os frascos sdo mantidos bem fechados, a

2-8°C, protegidos da luz e se evita a contaminagéo durante a sua utilizacao. Nao congelar.

MATERIAL ADICIONAL | ) ! . )

- Agitador rotativo de velocidade requlével a 80-100 rp.m. - Estufa a 37°C - Agitador vortex. - Pipetas de 50 L. - Lminas escavadas de vidro.

AMOSTRAS | ‘

Soro fresco. Estével 8 dias a 2-8°C ou 3 meses a —20°C. o ) L

As amostras com restos de fibrina devem ser centrifugadas antes do teste. N&o utilizar amostras altamente hemolizadas ou lipémicas.

PROCEDIMENTO | o

A. Método de aglutinagdo em porta (qualitativo) - o

1. Deixar que 0s reagentes e as amostras atinjam a temperatura ambiente, A sensibilidade do ensaio diminui a baixas temperaturas.

2. Depositar 50 p/L da amostra a testar (Nota 1€ 2) e 1 dgota (50 L) de cada controlo em circulos separados de uma porta.

3. Misturar o reagente vigorosamente ou com 0 agitador vortex antes do teste. Adicionar uma gota (50 yL) de antigénio

roximo da amostra a festar. . o i

4. Misturar com a a!)uda de um palito, prpcurando estender a mistura fjor. toda a superficie interior do circulo.

5, Situar a porta sobre um agjtador rotativo a 80-100 r.p.m., durante 1 minuto.

B. Método de aglutinagao em porta (titulacao, e .

1. Utilizando uma mlcrog{?e a, dispensar 80, 40, 20,10 e 5 yL de amostra ndo diluida em circulos separados de uma porta.

2. Depositar uma gota (50 yL) de antigénio em cada circulo, proximo da amostra a testar. .

3. Misturar com a ag)uda de um palito, Procurando estender a mistura por toda a superficie interior do circulo.

4. Situar a porta sobre um agitador rotativo a 80-100 r.p.m., durante 1 minuto.

C. Método de aglutinagao em tubo tubo (semiquantificagao)

1. Preparar uma séfie de tubos tal como se segue:

Diluigdes | 1/20 1/40 1/80 | 1/160 | 1/320 | 1/640
Amostra (uL) 100 - - - - -
NaCl 9 g/L (mL) 1,9 1 1 1 1 1

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

T mL
descartar

2. Preparar mais 2 tubos para Controlo Positivo e Negativo: 0,1 mL Controlo + 0,9 mL NaCl 9 g/L.
3. Adicionar uma gota (50 L) de antigénio a cada tubo.
4. Agitar e incubar os tubos a 37°C durante 24 h (Nota 3).

LEITURA E INTERPRETAGCAO (Nota 4)

Método de aglutinagdo emporta L o . .

Examinar macroscopicamente a presenca ou auséncia de aglutinacao imediatamente depois de retirar a porta do
agitador e comparar os resultados com os soros controlo.

Os resultados obtidos com o método de titulagédo em porta, sao aproximadamente equivalentes aos que se obteriam
com o0 método de aglutinacao em tubo com diluicoes do soro de 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320 respectivamente.
Qualquer resultado positivo, & aconselhavel a confirmacao do titulo mediante o método de aglutinagéo em tubo.
Método de aglutinagdo em tubo L .

Examinar macroscopicamente 0 modelo de aglutinagao (Nota 5) e comparar os resultados com os obtidos nos tubos
controlo. O controlo positivo deve mostrar aglutinagéo parcial ou completa. O Controlo negativo ndo deve mostrar nenhum
tipo de aglutinacao.Considera-se como resultado positivo qualquer grau de aglutinacao parcial ou completa, com diversos
graus de"clarificagdo do sobrenadante. O titulo da amostra define-se como a diluicao maior que da resultado positivo.
CONTROLO DE QUALIDADE . o .

Recomenda-se utilizar o controlo positivo e negativo para controlar a funcionalidade dos reagentes, assim como para modelo de
comparagao para a interpretagao de resultado$. Qualquer resultado distinto do controlo negafivo sera considerado como positivo.
VALORES DE REFERENCIA _ ) ‘ » ‘

Sao ?eralmente indicativos de infeccao recente: Salmonellas: Titulos = 1/80 (anticorpos sométicos) e = 1/160 (anticorpos
flagelares). Brucellas: Titulos > 1/80. Proteus: Uma elevada proporcéo de individuos normais da resultados positivos com
antigenios de Proteus, especialmente no ensaio de aglutinacao em porta. Um titulo inferior a 1/160 no tubo, ndo debe
considerar-se significativo. O nivel normal de anticorpos febris varia amplamente conforme os diferentes paises e
comunidades. E recomendavel que cada laboratdrio estabeleca os seus proprios valores de referéncia.

CARACTERISTICAS DO METODO L .
Todas as caracteristicas diagnosticas dos distintos reagentes de Antlgemos Bacterianos podem encontrar-se nos
correspondentes RelatoriosTécnicos que estao a disposicao do utilizador que os solicite.

INTERFERENCIAS . - . .
Bilirrubina (20 mg/dL), hemoglobina (10 g/L), lipidos (10 g/L) e factores reumatoides (300 Ul/mL), n&o interferem.
LIMITACOES DO METODO ~ ) L o »

- Alinfecgdo recente, a imunodepressao, e efeito prozona (Brucelose) e a terapéutica com antibioticos (somaticos),

podem ocasionar falsas negatividades. ) ~ o )

- Foram descritas reaccdes Cruzadas com Brucela em casos de infeccdo ou vacinagdo com algumas estirpes de

Vibrio cholerae, Pasteurella, Proteus OX19 eY. enterocolitica (serotipo 9).

NOTAS

1. Nos testes de anticorpos anti-Brucela, recomenda-se reduzir a amostra a 20 pL para evitar o efeito prozona, _

2. Em determinadas areas geograficas, com elevada prevaléncia de doengas febris, se recomenda-se a diluicéo da
amostra 1/4 com NaCl 9 g/L antes de realizar o ensaio em porta.

3. Pode-se acelerar 0s temgos de incubacéo do seguinte modo:

- Antigénios somaticos ( R e Proteus: 48-50°C, 4 'h. - Antigénios flagelares (H): 48-50°C, 2 h. )

4. Um résultado positivo isolado é menos significativo do que uma variagao de titulos obtidos nos testes realizados a
distintos intervalos de tempo. O diagnostico clinico néo debe realizar-se inicamente com os resultados do laboratério,
mas deve considerar-se simultaneamente os dados clinicos do paciente. o i

5. A aglutinacao somatica caracteriza-se por ser fina e granular, de formacéo lenta e dificiimente desagregavel. A

aglgtinagég flagelar es algodonosa, de formacao rapida e faciimente desagregavel.
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