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ANTISSOROS MAST® ASSURE PARA
VIBRIO CHOLERAE

Uso a que se destina
Antissoros liquidos estaveis para a serotipagem de Vibrio cholerae O1 e
0139.

APENAS PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
Conteudo: ver o rétulo da embalagem.

Principios do teste

Quando o antissoro é misturado com uma estirpe de V. cholerae que possui
antigenes homologos aos que se encontram no antissoro, o antigene na
presenga do anticorpo ird produzir uma aglutinagdo macroscépica. A
auséncia de antigénio e anticorpo homologos ira por oposigao originar
auséncia de aglutinagéo.

Estas reacdes que combinam antissoros polivalentes e monovalentes
servem para determinar o serotipo da estirpe de um organismo.

Formulacao

Os antissoros MAST ASSURE ANTISERUM séo preparados a partir de
coelhos hiper-imunizados com estirpes padrado de organismos mortos, que
possuem serotipos conhecidos ou antigénios especificos do grupo e contém
como conservante Azida de Sodio a 0.085%.

Estabilidade e Armazenamento

Armazene a temperatura de 2 a 8° C dentro das embalagens e até & data de
validade indicada nos rétulos das mesmas. Uma vez aberta uma embalagem
de antissoro MAST® ASSURE ANTISERUM, deve armazena-la a
temperatura de 2 a 8°C e pode usa-la até a data de validade indicada no
rétulo. Nao congele os reagentes.

Avisos e precaucoes

Apenas para uso em diagnostico in vitro. Siga as recomendagdes aprovadas
para produtos biologicamente perigosos e técnicas assépticas. S6 deve ser
usado por pessoal de laboratério adequadamente qualificado e treinado.
Esterilize todos os residuos biologicamente perigosos, antes de os eliminar.
O conservante de Azida de Sédio pode ser toxico por ingestao, e quando
colocado em contato com o chumbo ou cobre das tubagens pode formar sais
altamente explosivos. Deve por isso permitir que os reagentes sejam
totalmente drenados usando um fluxo abundante de dgua. Consulte a “Ficha
de dados de seguranca” do produto.

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Acessorios e equipamentos microbioldgicos, como ansas, micropipetas,
varetas de aplicagao, laminas de vidro limpas para microscépio ou tubos de
teste em vidro para amostras, meios de cultura MAST®, incineradores e
incubadores, etc. assim como reagentes e aditivos (p.e. solugéo estéril salina
a k0.85%).

Procedimento

Aglutinacdo em lamina de organismos vivos

1. Dispense dois volumes entre 5 a 10 ul de solugéo salina 0.85% estéril
(salino) sobre uma lamina de microscépio cuidadosamente limpa. A
lamina pode ser seccionada recorrendo a um lapis de tinta-da-china.
Recorra a um fio de platina ou a uma ansa de inoculagdo em /oop e
retire 1 a 2 mm de didmetro de uma coldnia fresca de organismos vivos,
crescidos em meio de Agar Nutriente e emulsifique-as nas gotas de
solugédo salina, previamente preparadas, de forma a produzir uma
turvagéo visivel e uniforme.

2. Coloque uma gota (30 a 40 pl) do antissoro numa das gotas
emulsionadas com o isolado, e na outra emulsdo coloque uma gota (30
a 40 pl) de salino como controlo.

Nota: Nao permita que o organismo contamine o frasco conta-gotas
com antissoro.

3. Misture os reagentes balancando a lamina para tras e para a frente
durante 60 segundos, tempo em que vai observando a lamina, sujeita a
luz indireta num fundo escuro.

4.  Aformacéo distinta de aglomeragéo ou aglutinacéo neste periodo, e
inexisténcia de aglomeragéao no salino de controlo (auto-aglutinagéo),
deve ser interpretado como sendo um resultado positivo.

Interpretacao de resultados

e Os isolados que produzam uma recgao visivelmente positiva com o
antissoro polivalente assumem-se, que séo estirpes V. cholerae O1.

e O soro polivalente V. cholerae contém aglutininas para os Fatores A, B e
C. oantissoro V. cholerae serovar Ogawa contém aglutininas para o
Factor B. O antissoro V. cholerae serovar Inaba contém aglutininas para
o Fator C.
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e O solado posteriormente deve ser submetido a testes adicionais com
antissoros monovalentes, seguindo-se as indicagdes contidas nos
passos 1 a 3. As amostras que evidenciaram aglutinagdo exclusivamente
com o soro tipo Inaba devem ser reportados como V. cholerae O1
serovar Inaba, e as amostras, que demonstraram aglutinagéo
exclusivamente com soros do tipo Ogawa devem ser reportadas como V.
cholerae O1 serovar Ogawa. Deve ainda reportar as amostras, que
aglutinaram com ambos os soros como sendo estirpes do tipo Ogawa,
que podem produzir vestigios do Factor C, e originar uma reagéo leve
com o antissoro Inaba V. cholerae O1 serovar Hikojima (que contém
antigénios para ambos os Factores B e C) e origina uma forte reagédo
com ambos os antissoros Ogawa e Inaba.

e O antissoro serovar Inaba pode ter uma reagdo mais demorada com o
antissoro polivalente quando comparamos com o tempo de rea¢éo do
antissoro serovar Ogawa.

e A serotipagem com células vivas pode nao ser possivel em algumas
estirpes de V. cholerae O1. Os resultados negativos com os antissoros
polivalentes, ou sempre que um antissoro polivalente demonstre um
resultado positivo e o antissoro monovalente um resultado negativo,
deve voltar a testar com uma suspenséo aquecida do antigene conforme
a seguir se indica. Caso o antigene aquecido de uma estirpe origine um
resultado negativo, na presenca de um antissoro polivalente deve ser
identificado como ndo sendo uma estirpe do tipo - O1 V. cholerae.
Suspenda uma quantidade de coldnias do organismo equivalente a 3a 5
vezes o volume de uma cabega de fésforo, em 3ml de solucéo fisiolégica
salina e aqueca-a até 121°C durante 15 minutos ou em alternativa 100°C
durante 1 hora. Centrifuge a solu¢éo aquecida a velocidade de 900 g
durante 20 minutos, descarte o liquido sobrenadante, suspenda o pellet
em 0.5 ml de solucéo fisiolégica salina e use a suspenséo aquecida com
as células.

e Aestirpe V. cholerae 0140 (designada como serogrupo Hakata) possui
os Fatores C e D e é considerada como sendo do tipo Inaba, com base
no teste de serotipagem.

e Algumas estirpes V. fluvialis foram reportadas como possuindo o Fator
C. O bioserogrupo Marinho Vibrio bioserogroup 1875 tem sido reportado
como possuindo ambos os Fatores B e C. Estas estirpes nos testes
bioquimicos sao distintas de V. cholerae.

e As amostras que aglutinam exclusivamente com o soro Bengal 0139
devem ser reportadas como sendo V. cholerae 0139 Bengal.

Nota: - Deve recordar-se que ao recorrer exclusivamente a métodos
seroldgicos, os vibrios do tipo Tor ndo se distinguem dos vibrios V. cholerae
O1.

Limitac6es de uso

Apenas culturas de organismos que foram identificadas como sendo V.
cholerae por testes morfolégicos e bioquimicos devem ser serotipadas com
este produto.

Os antissoros Polivalentes destinam-se ao uso exclusivo em testes rapidos
de aglutinagcdo em laminas. Os antissoros Monovalentes destinam-se ao uso
em testes rapidos de aglutinagdo em laminas, e seguem para uma
identificagcdo posterior.

Os resultados positivos podem ser confirmados por aglutinagdo em tubo.

Controlo de Qualidade

O Controlo de qualidade deve ser efetuado, com pelo menos um organismo
para demonstrar uma reacao positiva, e com pelo menos outro organismo
para evidenciar uma reagdo negativa. Nao use o produto se as reagées com
os organismos de controlo se apresentarem incorretas. Verifique se existem
sinais de deterioragdo. N&o use os reagentes caso estes se encontrem
contaminados ou turvos.

Desempenho

1. Sensibilidade
Quando se permite que uma gota de antissoro reaja numa lamina com
um conhecido serotipo de uma estirpe referéncia, observa-se uma
aglutinagéo granular macroscépica.

2. Especificidade
Nos testes efetuados conforme a descricdo, os antissoros reagem
especificamente com as estirpes de referéncia, que correspondem aos
antigenes especificos; enquanto as estirpes, que apresentem antigenes
néao correspondentes ndo apresentam aglutinacdo macroscopica.

Referéncias
A Bibliografia encontra-se disponivel a pedido.
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