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INTENDED USE
BD Difco™ Shigella Antisera Poly are used for the identification of Shigella species
by the slide agglutination test. BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly is used
for the identification of Alkalescens-Dispar Group of microorganisms by the slide
agglutination test.
SUMMARY AND EXPLANATION
Shigella species cause the human diarrheal disease shigellosis (classic bacillary
dysentery). The range of illness is from mild diarrhea to severe dysentery characterized
by abdominal cramps and frequent passage of bloody, mucoid stools. While the
disease is usually self-limiting, it can be life threatening to the young, the elderly and
malnourished persons. Shigella species are carried primarily in humans and are not
generally distributed in nature. While transmission is usually direct person-to-person
and through contaminated water supplies, foodborne outbreaks do occur.
The genus Shigella belongs to the family Enterobacteriaceae. Shigella species
are facultatively anaerobic, gram-negative bacilli that typically are oxidase
negative, lactose negative, H,S negative and non-gas producing. Shigella and
Escherichia are genetically related. Certain strains of E. coli may resemble Shigella
biochemically because both can be lactose-negative, nonmotile or non-gas
producing. These anaerogenic, nonmotile types have historically been called the
Alkalescens-Dispar group and are presently classified as biotypes of E. coli. Consult
appropriate references for biochemical tests specific for differentiating these strains
from Shigella.1-6
Serological testing with polyvalent and group specific antisera should be used to
confirm the identification of isolates that are morphologically and biochemically
identified as Shigella species. Shigella species are nonmotile, so serological
identification is based on somatic (O) antigens. However, some strains have
envelope antigens that prevent agglutination in somatic antisera. Heating the
suspension at 100 °C for 30—60 minutes destroys these interfering antigens. The four
named species or serotypes of Shigella are S. dysenteriae (10 serovars), S. flexneri
(six serovars), S. boydii (15 serovars) and S. sonnei. For a complete and current
explanation of the classification of Shigella, consult appropriate references.!2
PRINCIPLES OF THE PROCEDURE
Identification of Shigella species includes the isolation of the microorganism,
biochemical identification and serological confirmation. Serological confirmation
involves the reaction in which the microorganism (antigen) reacts with its
corresponding antibody. This in vitro reaction produces macroscopic clumping
called agglutination. The desired homologous reaction is rapid, does not dissociate
(high avidity) and binds strongly (high affinity).
Because a microorganism (antigen) may agglutinate with antibodies produced in
response to other species, heterologous reactions are possible. Such unexpected
and, perhaps, unpredictable reactions may lead to some confusion in serological
identification. Therefore, a positive homologous agglutination reaction should
support the morphological and biochemical identification of the miroorganism.
Homologous reactions occur rapidly and are strong. Heterologous reactions form
slowly and are weak.
REAGENTS
BD Difco Shigella Antisera Poly and BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly
are lyophilized, polyclonal rabbit antisera containing approximately 0.2% sodium
azide as a preservative.
BD Difco Shigella Antisera Poly are absorbed when necessary to render each
lot of serum as specific as practical. Antisera are absorbed to a certain point
without reducing homologous reactions to an unsatisfactory level. They have been
absorbed inter- and intra-specifically except that Shigella antisera are not prepared
from or tested for:

S. dysenteriae provisional serotypes,

S. flexneri X and Y variants, or

Alkalescens-Dispar Groups




Antiserum Reacts with

Shigella Antiserum Poly Group A S. dysenteriae types 1-7

Shigella Antiserum Poly Group A1 S. dysenteriae type 8ab, 8ac, 9, 10
Shigella Antiserum Poly Group B S. flexneri types 1-6

Shigella Antiserum Poly Group C S. boydii types 1-7

Shigella Antiserum Poly Group C1 S. boydii types 8-13

Shigella Antiserum Poly Group C2 S. boydii types 14-18

Shigella Antiserum Poly Group D S. sonnei |l and Il

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly  Alkalescens-Dispar Groups 1,2,3 and 4

When rehydrated and used as described, each vial of BD Difco Shigella Antisera
Poly and BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly contains sufficient reagent
for 60 slide tests.

Warnings and Precautions

For in vitro Diagnostic Use.

This Product Contains Dry Natural Rubber.

Observe aseptic techniques and established precautions against microbiological
hazards throughout all procedures. After use, specimens, containers, slides, tubes
and other contaminated material must be sterilized by autoclaving. Directions for
use should be followed carefully.

WARNING: This product contains sodium azide. Sodium azide is toxic by inhalation,
by skin contact, and if swallowed. Contact with acid liberates very toxic gas. After
contact with skin, wash immediately with plenty of water. Sodium azide may react
with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal,
flush with a large volume of water to prevent azide build-up.

Warning

H302 Harmful if swallowed.

P264 Wash thoroughly after handling. P270 Do not eat, drink or smoke when using

this product. P301+P312 IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER or doctor/

physician if you feel unwell. P330 Rinse mouth. P501 Dispose of contents/container
in accordance with local/regional/national/international regulations.

Storage

Store lyophilized and rehydrated BD Difco Shigella Antisera Poly and BD Difco

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly at 2-8 °C.

The expiration date applies to the product in its intact container when stored

as directed.

Prolonged exposure of reagents to temperatures other than those specified is

detrimental to the products.

Discard any antiserum that is cloudy or has a precipitate after rehydration or storage

unless it can be clarified by centrifugation or filtration and demonstrates proper

reactivity with validated positive and negative controls. Gross turbidity indicates
contamination and such antisera should be discarded.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Clinical specimens: Shigella can be recovered on selective differential media

such as Hektoen Enteric Agar or XLD Agar. For specific recommendations, consult

appropriate references.?-4 Determine that a pure culture of the microorganism

has been obtained and that biochemical test reactions are consistent with the

identification of the organism as a Shigella species. After these criteria are met,

serological identification can be performed.

Food samples: Shigella can be recovered from various types of foods when

samples are processed to recover injured microorganisms and to prevent

overgrowth of competing microorganisms. Consult appropriate references for
recommended procedures when testing food samples.5.6 After following an
established protocol, determine that a pure culture of the microorganism has been
obtained. Biochemical test reactions should be consistent with the identification

of the organism as a Shigella species. After these criteria are met, serological

identification can be performed.

PROCEDURE

Materials Provided: BD Difco Shigella Antisera Poly, BD Difco Alkalescens-Dispar

Antiserum Poly

Materials Required But Not Provided: Agglutination slides with 1-inch squares,

Applicator sticks, Water Bath, boiling, Sterile 0.85% NaCl solution.

Reagent Preparation

Equilibrate all materials to room temperature before performing the tests. Ensure

that all glassware and pipettes are clean and free of residues such as detergents.

To rehydrate, add 3 mL of sterile 0.85% NaCl solution and rotate gently to

completely dissolve the contents.

Test isolate for autoagglutination

1. From the test culture on nonselective media, transfer a loopful of growth to a
drop of sterile 0.85% saline on a clean slide and emulsify the organism.

2. Rotate the slide for one minute, then observe for agglutination.

3. If agglutination (autoagglutination) occurs, the culture is rough and cannot be
tested. Subculture to nonselective agar, incubate and test the organism again as
described in steps 1 and 2.

4. If no agglutination occurs, proceed with testing the organism.

Test Procedure

Use this procedure to test the isolate with each selected antiserum.

1. Dispense 1 drop (35 pL) of the antiserum to be tested on an agglutination slide.
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2. Negative control: Dispense 1 drop of 0.85% sterile NaCl solution on an
agglutination slide.

3. From a solid agar medium, transfer a portion of a loopful of isolated colonies to
each reaction area above and mix thoroughly.

4. Quality control testing: Dispense 1 drop of each BD Difco Shigella Antiserum
to be tested on an agglutination slide. Add a portion of a loopful of an appropriate
stock culture of known serological identification.

5. Mix each reaction area with a separate applicator stick and rock for 1 minute.
Read for agglutination.

User Quality Control

At the time of use, apply both homologous and heterologous controls to check

performance of the antiserum, techniques and methodology. Stock cultures of known

serological identification may be used as homologous and heterologous controls.

Quality control requirements must be performed in accordance with applicable local,

state and/or federal regulations or accreditation requirements and your laboratory’s

standard Quality Control procedures. It is recommended that the user refer to pertinent

CLSI guidance and CLIA regulations for appropriate Quality Control practices.

RESULTS

1. Read and record results as follows:

4+ 100% agglutination (background is clear to slightly hazy)
3+  75% agglutination (background is slightly cloudy)

2+ 50% agglutination (background is moderately cloudy)
1+ 25% agglutination (background is cloudy)

—  No agglutination

. The positive control should show 3+ or greater agglutination.

. The negative control should show no agglutination.

. For test isolates, a 3+ or greater agglutination after 1 minute is a positive result.

. If no agglutination occurs or agglutination is weak, follow this procedure to

remove blocking envelope antigens:
* Prepare a dense suspension of the isolate from an agar medium in 3-5 mL of
sterile 0.85% NaCl solution.

Heat in a boiling water bath for 30-60 minutes and cool. The suspension

should not show precipitation after heating. If this occurs, select another

colony for testing.

Centrifuge at 1,000 rpm for 10—15 minutes.

Aspirate and discard the supernatant.

Resuspend the sediment in 0.5 mL sterile 0.85% NaCl solution.

Use a drop of the suspension and perform the slide agglutination test as

outlined above.

6. A partial (less than 3+) or delayed agglutination reaction should be
considered negative.

7. If test results for either the quality controls or negative control are not as
described, the test is invalid and results cannot be reported.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

1. Correct interpretation of serological reactions depends on culture purity,
morphological characteristics and biochemical reactions that are consistent with
identification of the microorganism as a Shigella species.

2. Serological methods alone cannot identify the isolate as a Shigella species.

3. Excessive heat from external sources (hot bacteriological loop, burner
flame, light source, etc.) may prevent making a smooth suspension of the
microorganism or cause evaporation or precipitation of the test mixture.
False-positive reactions may occur.

4. Rough culture isolates do occur and will agglutinate spontaneously, causing
agglutination of the negative control (autoagglutination). Smooth colonies must
be selected and tested in serological procedures.

5. BD Difco Shigella Antisera Poly and BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly have been tested using cultures taken directly from agar media. These
antisera have not been tested using antigen suspensions in NaCl solution or
other diluents. If the user applies variations in the recommended steps, each
lot of antiserum must be tested with known control cultures to verify expected
reactions under the modified procedure.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The performance of BD Difco Shigella Antisera, manufactured by Difco

Laboratories, was compared in slide agglutination tests to five other commercially

available antisera and one commercially available latex agglutination test for

serological grouping of Shigella in a study by Lefebvre, Gosselin, Ismail, Lorange,

Lior and Woodward.” Forty-six (46) Shigella reference strains, 50 clinical Shigella

strains and 9 non-Shigella strains were used in this study.”

The table below lists the results obtained.

a s N

Specificity?

Product y Group A Group B Group C Group D

BD Difco Antisera 04 (85/90) | 99 (90/91) | 96 (67/70) | 100 (86/86) | 98 (81/83)

Commercial Antisera #1| 85 (66/78) 100 (94/94) | 97 (68/70) | 100 (95/95) | 99 (82/83)

Commercial Antisera #2| 93 (88/95) | 97 (86/89) | 97 (68/70) | 95 (79/83) | 95 (79/83)

Commercial Antisera #3| 85 (71/84) | 99 (96/97) | 97 (68/70) | 88 (76/86) | 98 (81/83)

Commercial Antisera #4 | 47 (42/90) | 100 (91/91) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)

Commercial Antisera #5| 91 (77/85) | 98 (91/93) | 99 (69/70) | 98 (87/89) | 96 (80/83)

Latex Agglutination Test| 91 (84/92) | 100 (89/89) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)

a Denominators varied according to the number of homologous strains recognized by the commercial antisera.
b Total number of non-Shigella and heterologous Shigella strains tested.



In this study, for the strains evaluated, the overall sensitivity of the

BD Difco Shigella Antisera was 94%. The specificity for BD Difco Shigella Group A
was 99%, BD Difco Shigella Group B was 96%, BD Difco Shigella Group C was
100% and BD Difco Shigella Group D was 98%.7

In this study, cross-reactivity was observed between:

* P shigelloides and group D antisera

* H. alveiand S. flexneri and group B antisera

« E. coli ATCC® 13706 and group D antisera

« E. coli0157:H19 and group B antisera

AVAILABILITY

Cat. No. Description

228341 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group A, 3 mL

227761 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group A1, 3 mL
228351 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group B, 3 mL
228361 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group C, 3 mL
227771 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group C1, 3 mL
227781 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group C2, 3 mL
228371 BD Difco™ Shigella Antiserum Poly Group D, 3 mL
228381 BD Difco™ Alkalescens-Dispar Antiserum Poly, 3 mL
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APPLICATION

Les BD Difco Shigella Antisera Poly (sérums anti-shigella polyvalents BD Difco)
s'utilisent pour l'identification d’espéces de Shigella avec le test d’agglutination sur
lame. Le BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly (sérum anti-Alkalescens-
Dispar polyvalent) s'utilise pour I'identification du groupe de microorganismes
Alkalescens-Dispar avec le test d’agglutination sur lame.

RESUME ET EXPLICATION

Les especes de Shigella provoquent la shigellose, maladie diarrhéique humaine
(dysenterie bacillaire classique). Le degré de maladie varie entre une diarrhée
légere et une dysenterie grave caractérisée par des coliques abdominales et

le passage fréquent de selles glaireuses et sanglantes. Bien que cette maladie

soit habituellement autolimitative, elle peut étre dangereuse pour les individus
jeunes, agés et souffrant de malnutrition. Les especes de Shigella sont portées
principalement par les humains et ne sont pas généralement répandues dans la
nature. Bien que la transmission ait lieu habituellement directement entre individus et
par le biais d’'une eau contaminée, des poussées d’origine alimentaire se produisent.

Le genre Shigella appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Les espéces
de Shigella sont des bacilles anaérobies facultatifs, Gram négatifs, typiquement
oxydase négatifs, lactose négatifs, H,S négatifs et ne produisant pas de gaz.

La Shigella et I'Escherichia sont génétiquement apparentées. Il peut exister une
ressemblance biochimique entre certaines souches d’'E. coli et la Shigella parce
qu’elles sont toutes deux lactose négatives, non motiles et ne produisent pas de
gaz. Ces types anaérogénes et non motiles ont été historiquement dénommés
groupe Alkalescens-Dispar et sont actuellement classifi€s comme biotypes de
I'E. coli. Consulter les références appropriées des tests biochimiques spécifiques
pour différencier ces souches des Shigella.1-6

Un test sérologique avec antisérums polyvalents et groupe spécifique doit étre
utilisé pour confirmer I'identification des isolats qui sont morphologiquement et
biochimiquement identifiés comme des espéces de Shigella. Les especes de
Shigella sont non motiles, donc I'identification sérologique est basée sur les
antigenes somatiques (0). Cependant, certaines souches ont des antigenes
d’enveloppe qui empéchent une agglutination dans les antisérums somatiques.
Faire chauffer la suspension a 100 °C pendant 30 & 60 min détruit ces antigeénes
interférents. Les quatre espéces nommées ou sérotypes de Shigella sont

S. dysenteriae (dix sérotypes), S. flexneri (six sérotypes), S. boydii (15 sérotypes)
et S. sonnei. Pour obtenir des explications complétes et a jour de la classification de
la Shigella, consulter les références appropriées..2
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PRINCIPES DE LA METHODE

L'identification des especes de Shigella comprend I'isolement du microorganisme,
son identification biochimique et sa confirmation sérologique. La confirmation
sérologique implique une réaction dans laquelle un antigene du microorganisme
réagit avec I'anticorps correspondant. Cette réaction in vitro entraine une formation
d’agrégats macroscopiques appelée agglutination. La réaction homologue souhaitée
est rapide, ne dissocie pas (avidité élevée) et lie fermement (affinité élevée).
Comme I'antigene du microorganisme peut agglutiner un anticorps produit
en réponse a une infection par d’autres espéces bactériennes, des réactions
hétérologues sont possibles. Ces réactions inattendues et, peut-étre, imprévues
peuvent conduire a une certaine confusion d'identification sérologique. Ainsi, une
réaction d’agglutination homologue positive doit concorder avec I'identification
du microorganisme sur la base de ses caractéristiques biochimiques et
morphologiques. Les réactions homologues se produisent rapidement et sont
élevées. Les réactions hétérologues se forment lentement et sont faibles.
REACTIFS
Les BD Difco Shigella Antisera Poly et le BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly sont des antisérums de lapin polyclonaux lyophilisés, contenant environ 0,2 %
d’azide de sodium comme conservateur.
Les BD Difco Shigella Antisera Poly sont absorbés lorsque c’est nécessaire,
rendant ainsi chaque lot de sérum spécifique et pratique. Les antisérums sont
absorbés jusqu’a un certain point sans réduire les réactions homologues a un
niveau non satisfaisant. lls ont été absorbés de facon inter et intraspécifique sauf
les antisérums Shigella qui ne sont pas préparés a partir ou testés pour :

les sérotypes provisoires de S. dysenteriae,

les variants de S. flexneri X etY, ou

les groupes Alkalescens-Dispar

Antisérum Réagit avec

Shigella Antiserum Poly Group A S. dysenteriae de types 1a 7

Shigella Antiserum Poly Group A1 S. dysenteriae de type 8ab, 8ac, 9, 10
Shigella Antiserum Poly Group B S. flexneri de types 146

Shigella Antiserum Poly Group C S. boydiide types 1a 7

Shigella Antiserum Poly Group C1 S. boydii de types 8 a 13

Shigella Antiserum Poly Group C2 S. boydii de types 14 a 18

Shigella Antiserum Poly Group D S. sonneil et

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly Groupes Alkalescens-Dispar 1, 2, 3 et 4

Lorsqu'ils sont réhydratés et utilisés selon la description, chaque flacon de
BD Difco Shigella Antisera Poly et de BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly
contient un réactif suffisant pour 60 tests sur lame.

Avertissements et précautions

Réservé au diagnostic in vitro.

Ce produit contient du caoutchouc naturel sec.

Toujours utiliser des techniques aseptiques et prendre les précautions en vigueur
contre les dangers microbiologiques. Apres utilisation, stériliser a I'autoclave les
échantillons, les récipients, les lames, les tubes et les autres matériels contaminés.
Respecter scrupuleusement le mode d’emploi.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient de I'azide de sodium, qui est toxique

par inhalation, contact avec la peau ou ingestion. Au contact d’un acide, un gaz
trés toxique est dégagé. Apres tout contact avec la peau, laver immédiatement a
grande eau. L'azide de sodium peut réagir au contact du plomb ou du cuivre des
canalisations et former des azides métalliques trés explosifs. Lors de I'élimination,
faire couler un volume d’eau important pour éviter I'accumulation d’azides.

Attention

H302 Nocif en cas d’'ingestion.
P264 Se laver soigneusement aprés manipulation. P270 Ne pas manger, boire ou
fumer en manipulant ce produit. P301+P312 EN CAS D’'INGESTION: Appeler un
CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en cas de malaise. P330 Rincer la bouche.
P501 Eliminer le contenu/récipient conformément aux reglements locaux/régionaux/
nationaux/internationaux.
Conservation
Conserver les BD Difco Shigella Antisera Poly et le BD Difco Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly lyophilisés et réhydratés a une température de 2 a 8 °C.
La date de péremption s’applique au produit contenu dans son emballage intact et
conservé conformément aux instructions.
L’exposition prolongée des réactifs a des températures autres que les températures
spécifiées a un effet adverse sur ceux-ci.
Jeter tout antisérum présentant un aspect trouble ou un précipité aprés la réhydratation
ou le stockage, sauf s'il peut étre clarifié par centrifugation ou filtration et si sa réactivité
est correcte, avec des controles validés positifs et négatifs. Une turbidité visible est
synonyme de contamination et, dans ce cas, I'antisérum doit étre mis au rebut.
PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Echantillons cliniques : La Shigella peut étre isolée sur des milieux sélectifs
différentiels comme la gélose entérique de Hektoen ou la gélose XLD. Pour obtenir
des recommandations spécifiques, consulter les références appropriées.2-4 Etablir
qu’une culture pure de microorganismes a été obtenue et que les résultats des
tests biochimiques concordent avec l'identification du microorganisme comme des
especes de Shigella. Si ces conditions sont remplies, I'identification sérologique
peut étre effectuée.
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Echantillons alimentaires : La Shigella peut étre isolée dans divers types d’aliments
lorsque les échantillons sont traités pour isoler des microorganismes lésés et pour
empécher une croissance excessive de microorganismes concurrents. Consulter

les références appropriées pour obtenir les procédures recommandées lors de tests
d’échantillons alimentaires.>6 Aprés avoir suivi un protocole établi, s'assurer qu'une
culture pure de microorganismes a été obtenue. Les tests de réactions biochimiques
doivent concorder avec l'identification de microorganismes tels que les espéces de
Shigella. Si ces conditions sont remplies, I'identification sérologique peut étre effectuée.
METHODE

Matériaux fournis : BD Difco Shigella Antisera Poly, BD Difco Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly

Matériaux requis mais non fournis : Lames a agglutination avec segments de
6,45 cm2, écouvillons, bain-marie, solution stérile bouillante de NaCl a 0,85 %.
Préparation du réactif

Laisser tous les matériels s’équilibrer a température ambiante avant d’effectuer

les tests. S’assurer que les objets en verre et les pipettes utilisées sont propres et
exemptes de résidus (traces de détergent par exemple).

Pour réhydrater, ajouter 3 mL de solution stérile de NaCl a 0,85 % et faire tourner
doucement jusqu’a dissolution compléte du contenu.

Test d’autoagglutination de I'isolat

1. Transférer une pleine anse de culture bactérienne prélevée sur un milieu de
culture non sélectif, dans une goutte de solution saline stérile a 0,85 % déposée
sur une lame propre et émulsionner les microorganismes.

2. Agiter pendant une minute par un mouvement de rotation de la lame, puis
observer s'il se produit une réaction d’agglutination.

3. Siune agglutination se produit (autoagglutination), la culture n’est pas pure et
ne peut pas étre testée. Répliquer sur gélose non sélective, incuber et tester de
nouveau le microorganisme comme expliqué aux étapes 1 et 2.

4. Siaucune agglutination ne se produit, procéder au test du microorganisme.

Mode opératoire du test

Utiliser cette procédure pour tester l'isolat avec chaque antisérum sélectionné.

1. Déposer une goutte (35 pL) d’antisérum a tester sur une lame a agglutination.

2. Controle négatif : Déposer une goutte de solution stérile de NaCl a 0,85 % sur
une lame a agglutination.

3. Transférer une portion d’une pleine anse de colonies isolées, prélevées sur
un milieu gélosé solide, dans chaque zone réactionnelle ci-dessus et agiter
vigoureusement.

4. Test du contréle de qualité : Déposer une goutte du BD Difco Shigella
Antiserum a tester sur une lame a agglutination. Ajouter une portion d’une pleine
anse d’'une souche d’identification sérologique connue.

5. Mélanger chaque zone réactionnelle avec un écouvillon séparé et agiter
pendant une minute. Observer s'il se produit une réaction d’agglutination.

Controle de qualité par l'utilisateur

Tester dans la méme série les témoins homologues et hétérologues pour contréler

les performances des antisérums, des techniques et de la méthodologie. Des

souches d’identification sérologique connue peuvent étre utilisées comme des
contrdles antigenes homologues et hétérologues.

Effectuer les controles de qualité conformément aux réglementations nationales

et/ou internationales, aux exigences des organismes d’homologation concernés

et aux procédures de controle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est

recommandé a 'utilisateur de consulter les directives CLSI et la réglementation

CLIA concernées pour plus d’informations sur les modalités de contréle de qualité.

RESULTATS

1. Lire et reporter les résultats comme suit:
4+ 100 % d’agglutination (fond clair a Iégerement voilé)
3+ 75 % d’agglutination (fond Iégerement trouble)
2+ 50 % d'agglutination (fond moyennement trouble)
1+ 25 % d’agglutination (fond trouble)

- Absence d’agglutination.

2. Le témoin positif doit provoquer une agglutination de niveau 3+ ou supérieur.

3. Le témoin négatif ne doit présenter aucune agglutination.

4. S'agissant des isolats a tester, une agglutination de niveau 3+ ou supérieure
aprés une minute constitue un résultat positif.

5. Siaucune agglutination ne se produit ou si I'agglutination est faible, se conformer
a cette procédure pour retirer les antigénes d’enveloppe bloquant :

« Préparer une suspension dense de l'isolat & partir d’'une gélose dans 3 a 5 mL
de solution stérile NaCl & 0,85 %.

Faire chauffer dans un bain-marie a ébullition pendant 30 a 60 min et laisser

refroidir. Aprés avoir été chauffée, la suspension ne doit pas présenter de

précipitation. Si cela se produit, sélectionner une autre colonie a tester.

Centrifuger a 1 000 tr/min pendant 10 & 15 min.

Aspirer et jeter le surnageant.

Remettre en suspension le culot dans 0,5 mL de solution stérile de NaCl

20,85 %.

Utiliser une goutte de suspension et effectuer un test d’agglutination sur lame

comme exposé ci-dessus.

6. Une réaction partielle (moins de 3+) ou retardée doit étre considérée comme
étant négative.

7. Siles résultats des tests des controles de qualité ou du contréle négatif ne sont
pas comme décrit, le test n'est pas valide et les résultats ne doivent pas étre pris
en compte.



LIMITES DE LA PROCEDURE

1. La pertinence de l'interprétation des réactions sérologiques est fonction de la
pureté de la culture et de la concordance des réactions biochimiques et des
caractéristiques morphologiques identifiant le microorganisme comme une
espéce Shigella.

2. Utilisées seules, les méthodes sérologiques ne suffisent pas a identifier un isolat
comme étant une espéce Shigella.

3. Une source de chaleur externe excessive (anse d’ensemenceur brilante,
flamme du bec bunsen, source lumineuse, etc.) peut empécher d’obtenir
une suspension fluide du microorganisme ou entrainer I'évaporation ou la
précipitation du mélange réactionnel. De faux positifs risquent d’étre obtenus.

4. Des isolats de culture non purs sont parfois obtenus et provoquent une
agglutination spontanée entrainant I'agglutination des témoins négatifs
(autoagglutination). Choisir des colonies lisses et les tester suivant les
méthodes sérologiques.

5. Les BD Difco Shigella Antisera Poly et le BD Difco Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly ont été testés a I'aide de cultures prélevées directement sur
gélose. Ces antisérums n’ont pas été testés sur des suspensions d’antigénes
réalisées dans une solution NaCl ou d’autres diluants. Si I'utilisateur apporte des
variations aux étapes recommandées, chaque lot d’antisérum doit étre testé en
utilisant des cultures témoins connues pour s’assurer que la méthode modifiée
permet d’obtenir les résultats escomptés.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Les performances des sérums anti-Shigella BD Difco, fabriqués par les laboratoires

Difco, ont été comparées dans des tests d’agglutination sur lame a cing autres

antisérums commercialisés et a un test d’agglutination au latex commercialisé

pour le groupage sérologique de la Shigella, dans une étude menée par Lefebvre,

Gosselin, Ismail, Lorange, Lior et Woodward.” Quarante-six (46) souches de

référence de Shigella, 50 souches cliniques de Shigella et neuf souches n’étant pas

de Shigella ont été utilisées dans cette étude.”

Le tableau ci-dessous récapitule les résultats obtenus.

Sensibilitéb
Produit

Groupe A | Groupe B | Groupe C | Groupe D
Antisérums BD Difco 94 (85/90) | 99 (90/91) | 96 (67/70) | 100 (86/86) | 98 (81/83)

Antisérums commercialisés n° 1| 85 (66/78) | 100 (94/94) | 97 (68/70) | 100 (95/95) | 99 (82/83)
Antisérums commercialisés n° 2| 93 (88/95) | 97 (86/89) | 97 (68/70) | 95 (79/83) | 95 (79/83)
Antisérums commercialisés n° 3| 85 (71/84) | 99 (96/97) | 97 (68/70) | 88 (76/86) | 98 (81/83)
IAntisérums commercialisés n° 4| 47 (42/90) | 100 (91/91) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)
IAntisérums commercialisés n° 5| 91 (77/85) | 98 (91/93) | 99 (69/70) | 98 (87/89) | 96 (80/83)

Test d'agglunation au latex | 91 (84/92) | 100 (89/89) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)
a Les dénominateurs varient en fonction du nombre de souches homologues reconnues par les

antisérums commercialisés.
b Nombre total de souches non-Shigella et de souches de Shigella hétérologues.
Dans cette étude, pour les souches évaluées, la sensibilité globale des sérums anti-
Shigella BD Difco était de 94 % et la spécificité du groupe A de Shigella BD Difco était
de 99 %, du groupe B de Shigella BD Difco était de 96 %, du groupe C de Shigella
BD Difco était de 100 % et du groupe D de Shigella BD Difco était de 98 %.7
Dans cette étude, une réactivité croisée a été observée entre :
* P shigelloides et les antisérums du groupe D
« H. alvei et S. flexneri et les antisérums du groupe B
« E. coli ATCC 13706 et les antisérums du groupe D
« E. coli0157:H19 les antisérums du groupe B
CONDITIONNEMENT
Ne° réf. Description
228341  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A, 3 mL
227761 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A1, 3 mL
228351 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group B, 3 mL
228361  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C, 3 mL
227771  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C1, 3 mL
227781 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C2, 3 mL
228371 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group D, 3 mL
228381  BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly, 3 mL

BIBLIOGRAPHIE: voir la rubrique « References » du texte anglais.

Service et assistance technique : contacter votre représentant local de BD ou
consulter le site www.bd.com.

& BD Difco Shigella Antisera Poly

VERWENDUNGSZWECK

BD Difco Shigella Antisera Poly dienen zur Identifikation von Shigella-Spezies
beim Objekttrager-Agglutinationstest. BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly dient zur Identifikation der Alkalescens-Dispar-Mikroorganismengruppe beim
Objekttrager-Agglutinationstest.

Deutsch



ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Die Shigella-Spezies verursacht beim Menschen Durchfallerkrankungen wie die
klassische Bakterienruhr bzw. Dysenterie). Diese Durchfallerkrankungen reichen
von milden Formen der Diarrhé bis zu schwerer Dysenterie und zeichnen sich
durch abdominale Krampfe und haufigen, blutigen, mukoiden Stuhlgang aus.
Wahrend die Krankheit Gblicherweise selbstbegrenzend ist, kann sie fiir jlingere,
altere und unterernahrte Menschen lebensbedrohlich sein. Der primare Trager

der Shigella-Spezies ist der Mensch; sie kommt im Allgemeinen nicht in der Natur
vor. Wahrend die Ubertragung Ublicherweise durch direkten Personenkontakt

und durch kontaminierte Wasserleitungen erfolgt, kann es auch durch
Nahrungsmittelaufnahme zu Ausbriichen kommen.

Das Genus Shigella gehort zur Familie der Enterobacteriaceae. Shigella-Spezies
sind fakultativ anaerobe, gramnegative Bazillen, die liblicherweise oxidasenegativ,
laktosenegativ, H,S-negativ und nicht gasbildend sind. Shigella und Escherichia
sind genetisch verwandt. Bestimmte E. coli-Stdmme konnen eine biochemische
Ahnlichkeit mit Shigella haben, da beide laktosenegativ, nicht motil und nicht
gasbildend sind. Diese anaerogenen, nicht motilen Typen wurden historisch als
Alkalescens-Dispar-Gruppe bezeichnet und sind gegenwartig als Biotypen von

E. coli klassifiziert. Fiir biochemische Tests, speziell zur Unterscheidung dieser
Stamme von Shigella die entsprechenden Quellen konsultieren.1-6

Serologische Tests mit polyvalenten und gruppenspezifischen Antiseren sollten zur
Bestatigung der Identifikation von Isolaten verwendet werden, die morphologisch
und biochemisch als Shigella-Spezies identifiziert wurden. Da Shigella-Spezies
nicht motil sind, basiert die serologische Identifizierung auf somatischen Antigenen
(O-Antigenen). Dennoch verfligen einige Stamme Uber Hillenantigene, die eine
Agglutination bei somatischen Antiseren verhindern. Bei Erhitzen der Suspension
auf 100 °C uber einen Zeitraum von 30 bis 60 Min werden diese (die Reaktion
beeintrachtigenden) Antigene zerstért. Die vier benannten Spezies oder Serumtypen
von Shigella sind S. dysenteriae (10 Serovare), S. flexneri (6 Serovare), S. boydii
(15 Serovare) und S. sonnei. Fir eine umfassende und aktuelle Erklarung zur
Klassifikation von Shigella die einschlagigen Quellen konsultieren. .2
VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Die Identifizierung von Shigella-Spezies umfasst die Isolierung des
Mikroorganismus, die biochemische Identifizierung und den serologischen
Nachweis. Als serologischer Nachweis zahlt die Reaktion, bei der der
Mikroorganismus (Antigen) mit dem entsprechenden Antikorper reagiert. Bei dieser
In-vitro-Reaktion kommt es zu makroskopischen Verklumpungen, der sogenannten
Agglutination. Die gewlinschte homologe Reaktion sollte rasch, ohne Dissoziation
(hohe Aviditat) und mit fester Bindung (hoher Affinitat) erfolgen.

Da ein Mikroorganismus (Antigen) auch mit Antikérpern agglutinieren kann, die als
Reaktion auf andere Spezies gebildet wurden, sind heterologe Reaktionen maéglich.
Solche unerwarteten und evtl. unvorhersehbaren Reaktionen kénnen bei der
serologischen Identifizierung einige Verwirrung stiften. Aus diesem Grund sollte eine
positive homologe Agglutinationsreaktion die morphologische und biochemische
Identifizierung des Mikroorganismus unterstiitzen. Homologe Reaktionen laufen
schnell und heftig ab. Heterologe Reaktionen laufen langsam und schwach ab.
REAGENZIEN

BD Difco Shigella Antisera Poly und BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly
sind stabile, lyophilisierte, polyklonale Kaninchen-Antiseren und enthalten ca. 0,2 %
Natriumazid als Konservierungsmittel.

BD Difco Shigella Antisera Poly sind absorbiert, um, sofern dies erforderlich ist,

jede Charge des Serums so spezifisch wie moglich zu machen. Antiseren werden

bis zu einem bestimmten Punkt absorbiert, ohne die homologen Reaktionen auf ein
unzureichendes Niveau zu verringern. Sie wurden inter- und intraspezifisch absorbiert,
ohne dass Shigella-Antiseren vorbereitet oder fiir folgende Spezies getestet wurden:
S. dysenteriae, vorlaufige Serumtypen,

S. flexneri X- und Y-Varianten oder

Alkalescens-Dispar-Gruppen

Antiserum Reagiert mit

Shigella Antiserum Poly Group A S. dysenteriae, Typ 1-7

Shigella Antiserum Poly Group A1 S. dysenteriae, Typ 8ab, 8ac, 9, 10
Shigella Antiserum Poly Group B S. flexneri , Typ 1-6

Shigella Antiserum Poly Group C S. boydii, Typ 1-7

Shigella Antiserum Poly Group C1 S. boydii, Typ 8-13

Shigella Antiserum Poly Group C2 S. boydii, Typ 14-18

Shigella Antiserum Poly Group D S. sonnei lund Il

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly  Alkalescens-Dispar, Groups 1, 2, 3 und 4
Bei korrekter Rehydrierung und vorschriftsmaRiger Anwendung enthalt jedes
Flaschchen BD Difco Shigella Antisera Poly und BD Difco Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly eine ausreichende Reagenzienmenge fiir 60 Objekttrager-Tests.

Warnungen und Vorsichtsmanahmen

In-vitro-Diagnostikum.

Dieses Produkt enthalt Naturkautschuk (getrocknet).

Der Umgang mit mikrobiologischem Material sollte bei allen Verfahren unter
Einhaltung der allgemein tiblichen VorsichtsmaRnahmen und Verwendung
aseptischer Techniken erfolgen. Nach Gebrauch sind Proben, Behalter,
Objekttrager, Rohrchen und sonstiges kontaminiertes Material im Autoklaven zu
sterilisieren. Die Gebrauchsanleitung ist sorgfaltig zu befolgen.

WARNUNG: Dieses Produkt enthélt Natriumazid, das beim Einatmen, bei Berilihrung
mit der Haut und beim Verschlucken sehr giftig ist. Bei Kontakt mit Saure entstehen
hochgiftige Gase. Bei Kontakt mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.
Natriumazid kann mit Blei- und Kupferleitungen reagieren und hochexplosive
Metallazide bilden. Beim Entsorgen mit sehr viel Wasser nachsplilen, um
Ansammlungen von Azid zu vermeiden.



Achtung

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

P264 Nach Gebrauch griindlich waschen. P270 Bei Gebrauch nicht essen,

trinken oder rauchen. P301+P312 BEI VERSCHLUCKEN: Bei Unwohlsein
GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen. P330 Mund ausspiilen.

P501 Inhalt/Behélter gemaR den ortlichen/regionalen/nationalen/internationalen
Bestimmungen entsorgen.

Aufbewahrung

Lyophilisierte und rehydrierte BD Difco Shigella Antisera Poly und BD Difco
Alkalescens-Dispar Antiserum Poly bei 2 bis 8 °C aufbewahren.

Das angegebene Verfallsdatum gilt fiir das in der ungeéffneten Packung
aufbewahrte Produkt bei Einhaltung der Lagervorschriften.

Werden die Reagenzien langere Zeit anderen Temperaturen ausgesetzt als
vorgeschrieben, ist dies den Produkten abtraglich.

Triibe Antiseren oder solche, die nach Rehydrierung oder Aufbewahrung
Niederschlage zeigen, sind zu entsorgen, es sei denn, sie kénnen durch
Zentrifugieren und Filtrieren geklart werden und zeigen einwandfreie Reaktivitat mit
validierten positiven und negativen Kontrollen. Starke Triibung ist ein Hinweis auf
Kontamination und Antiseren, die diese aufweisen, sollten entsorgt werden.
PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Klinische Proben: Shigella kann aus selektiven differenzierten Medien, wie
beispielsweise Hektoen-Enteric-Agar oder XLD-Agar gewonnen werden. Bezliglich
spezifischer Empfehlungen die einschlagigen Quellen konsultieren.2-4 Sicherstellen,
dass eine Reinkultur des Mikroorganismus gewonnen wurde, und dass die
biochemischen Testreaktionen der Identifizierung des Organismus als Shigella-
Spezies entsprechen. Wenn diese Kriterien erfilllt sind, kann die serologische
Identifizierung durchgefiihrt werden.

Nahrungsmittelproben: Shigella kann aus einer Vielzahl von Nahrungsmitteln
gewonnen werden, wenn bei den Proben das Uberwachsen durch konkurrierende
Mikroorganismen verhindert wird und die Wiedergewinnung verletzter
Mikroorganismen gewahrleistet ist. Fir Empfehlungen zum Testen von
Nahrungsmittelproben einschlagige Quellen konsultieren.5:6 Nach dem Befolgen
eines etablierten Protokolls sicherstellen, dass eine Reinkultur des Mikroorganismus
gewonnen wurde. Die biochemischen Testreaktionen sollten der Identifizierung des
Organismus als Shigella-Spezies entsprechen. Wenn diese Kriterien erfillt sind,
kann die serologische Identifizierung durchgefiihrt werden.

VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BD Difco Shigella Antisera Poly, BD Difco
Alkalescens-Dispar Antiserum Poly

Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Agglutinations-
Objekttrager mit 6,45 cm2, Applikatorstdbchen, kochendes Wasserbad, sterile
0,85 -%ige NaCL-Losung.

Vorbereitung der Reagenzien

Vor der Testdurchfiihrung alle Materialien Zimmertemperatur annehmen lassen.
Sicherstellen, dass alle glasernen Utensilien und Pipetten sauber sind und keine
Riickstéande aufweisen (wie z. B. von Reinigungsmitteln).

Zum Rehydrieren 3 mL sterile 0,85 %ige NaCl-Lésung zugeben und behutsam
drehen, um den Inhalt vollstandig zu l6sen.

Testen des Isolats im Hinblick auf Autoagglutination

1. Eine Impfése voll Wachstum von der Testkultur auf nichtselektivem Agar
zu einem Tropfen steriler 0,85 %iger Kochsalzlésung auf einen sauberen
Objekttrager transferieren und den Organismus emulgieren.

2. Den Objekttrager eine Minute lang drehen und anschlieBend im Hinblick auf
Agglutination begutachten.

3. Falls es zu einer Agglutination (Autoagglutination) kommt, ist die Kultur grob
und nicht zum Testen geeignet. Eine Subkultur auf nichtselektivem Agar
anlegen, inkubieren und den Organismus erneut wie in den Schritten 1 und 2
beschrieben testen.

4. Kommt es nicht zu einer Agglutination, mit dem Testen des Organismus fortfahren.

Testverfahren

Dieses Verfahren zum Testen des Isolats mit jedem ausgewahlten

Antiserum verwenden.

1. Einen Tropfen (35 pL) des zu testenden Antiserums auf einen Agglutinations-
Objekttrager geben.

2. Negative Kontrolle: Einen Tropfen 0,85%iger NaCl-Losung auf einen
Agglutinations-Objekttrager geben.

3. Von einem festen Agarmedium einen Teil einer Ose voll isolierter Kolonien auf
jeden der oben genannten Reaktionsbereiche geben und griindlich durchmischen.

4. Qualitatskontrolle: Einen Tropfen des zu testenden BD Difco Shigella Antiserums
auf einen Agglutinations-Objekttréger geben. Einen Teil einer Ose einer geeigneten
Stammkultur mit bekannter serologischer Identifikation hinzufiigen.

5. Jeden Reaktionsbereich mit einem separaten Applikatorstabchen mischen und 1
Min lang schwenken. Auf Agglutination Gberprifen.

Qualitatssicherung durch den Anwender

Bei Anwendung sowohl homologe als auch heterologe Kontrollen einsetzen, um
die Leistung des Antiserums, die Techniken und die Methodik zu Uberpriifen.
Stammkulturen bekannter serologischer Identifikation kénnen als homologe sowie
heterologe Kontrollen verwendet werden.
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Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den
Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle sowie
die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitatskontrolle zu beachten. Benutzer
sollten die relevanten CLSI-Dokumente und CLIA-Vorschriften (iber geeignete
Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE

1. Die Ergebnisse werden folgendermalien abgelesen und dokumentiert:

4+ 100 %ige Agglutination (Hintergrund klar bis leicht triib)
3+ 75 %ige Agglutination (Hintergrund leicht wolkig)

2+ 50 %ige Agglutination (Hintergrund magig wolkig)

1+ 25 %ige Agglutination (Hintergrund wolkig)

—  Keine Agglutination

. Die positive Kontrolle sollte eine Agglutination des Grades 3+ oder stérker aufweisen.

3. Die negative Kontrolle darf keine Agglutination aufweisen.

4. Beiden Testisolaten stellt eine nach 1 Min erfolgte Agglutination des Grades 3+
oder starker ein positives Ergebnis dar.

5. Wenn keine Agglutination oder nur eine schwache Agglutination erfolgt, folgendes
Verfahren anwenden, um die blockierenden Hdillenantigene zu entfernen:

« Eine dichte Suspension des Isolats von einem Agarmedium in 3-5 mL

steriler 0,85 %iger NaCl-Lésung vorbereiten.

« 30-60 Min in einem kochenden Wasserbad erhitzen, dann abkiihlen lassen.
Die Suspension darf nach dem Erhitzen keinen Niederschlag zeigen. Sollte
dies doch der Fall sein, eine andere Kolonie zum Testen auswahlen.

Bei 1.000/Min 10 bis 15 Min lang zentrifugieren.

Den Flissigkeitsiiberstand aspirieren und entsorgen.

Das Sediment in 0,5 mL steriler 0,85 %iger NaCl-Losung erneut suspendieren.

Einen Tropfen der Suspension verwenden und den Objekttrager

Agglutinationstest wie oben beschrieben durchfiihren.

6. Eine teilweise (weniger als 3+) oder verzogerte Agglutinationsreaktion ist als
negativ zu bewerten.

7. Wenn die Ergebnisse der Qualitatskontrollen oder der negativen Kontrolle nicht
wie beschrieben ausfallen, ist der Test ungliltig und die Ergebnisse kénnen nicht
gemeldet werden.

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

1. Eine korrekte Interpretation der serologischen Reaktionen ist abhangig
von der Reinheit der Kultur, den morphologischen Eigenschaften und
biochemischen Reaktionen, die der Identifizierung des Mikroorganismus
als Shigella-Spezies entsprechen.

2. Serologische Methoden allein sind nicht ausreichend zur Identifizierung des
Isolats als Shigella-Spezies.

3. UbermaRige Warme aus externen Quellen (heiRe bakteriologische
Ose, Brennerflamme, Lichtquelle o. &.) kann die glatte Suspension des
Mikroorganismus verhindern oder zum Verdunsten oder Ausféllen des
Testgemischs fiihren. Es kann zu falsch positiven Reaktionen kommen.

4. Grobe Kulturisolate sind mdglich; sie agglutinieren spontan und fiihren zur
Agglutination negativer Kontrollen (Autoagglutination). Es sind glatte Kolonien
zu wahlen und mit serologischen Verfahren zu testen.

5. BD Difco Shigella Antisera Poly und BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly wurden unter Verwendung von Kulturen direkt vom Agarmedium getestet.
Diese Antiseren wurden nicht mit Antigen-Suspensionen in NaCl-Lésung
oder sonstigen Verdlinnungsmitteln getestet. Weicht der Anwender von den
empfohlenen Schritten ab, ist jede Charge des Antiserums mit bekannten
Kontrollkulturen zu testen, um die erwarteten Reaktionen bei dem modifizierten
Verfahren zu bestéatigen.

LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistung von BD Difco Shigella Antisera, hergestellt von Difco Laboratories,

wurde in einer Studie von Lefebvre, Gosselin, Ismail, Lorange, Lior und Woodward in

Objekttrager-Agglutinationstests mit fiinf anderen handelstiblichen Antiseren und einem

handelsublichen Latex-Agglutinationstest fiir die serologische Gruppierung von Shigella

verglichen.” In dieser Studie wurden sechsundvierzig (46) Shigella-Referenzstamme,

50 klinische Shigella-Stamme und 9 Nicht-Shigella-Stamme verwendet.”

Die nachstehende Tabelle fiihrt die dabei erhaltenen Ergebnisse auf.

N

N Spezifizitatb
Produkt ibilita

Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D
BD Difco Antiserum 94 (85/90) | 99 (90/91) | 96 (67/70) | 100 (86/86) | 98 (81/83)
Handelsiibliche Antiseren Nr. 1| 85 (66/78) | 100 (94/94) | 97 (68/70) | 100 (95/95) | 99 (82/83)
Handelsiibliche Antiseren Nr. 2| 93 (88/95) | 97 (86/89) | 97 (68/70) | 95 (79/83) | 95 (79/83)
Handelsiibliche Antiseren Nr. 3| 85 (71/84) | 99 (96/97) | 97 (68/70) | 88 (76/86) | 98 (81/83)
Handelsiibliche Antiseren Nr. 4| 47 (42/90) | 100 (91/91) [ 100 (70/70) [ 100 (86/86) | 99 (82/83)
Handelsiibliche Antiseren Nr. 5| 91 (77/85) | 98 (91/93) | 99 (69/70) | 98 (87/89) | 96 (80/83)
Latex-Agglutinationstest 91 (84/92) [ 100 (89/89) [ 100 (70/70) | 100 (86/86)| 99 (82/83)

a Die Nenner variierten je nach Anzahl der homologen, von den handelsiiblichen Antiseren erkannten Stammen.
b Gesamtzahl der getesteten Nicht-Shigella-Stamme und heterologen Shigella-Stamme.

In dieser Studie betrug die Gesamtsensibilitat (fiir alle bewerteten Stamme) der

BD Difco Shigella Antisera 94 % und die Spezifizitat der BD Difco Shigella Group A
99 %, die der BD Difco Shigella Group B 96 %, der BD Difco Shigella Group C 100 %
und der BD Difco Shigella Group D 98 %.7



In dieser Studie wurde keine Kreuzreaktion beobachtet zwischen:
P, shigelloides und Antiseren der Gruppe D

* H. alveiund S. flexneri und Antiseren der Gruppe B

« E. coliATCC 13706 und Antiseren der Gruppe D

« E. coli 0157:H19 und Antiseren der Gruppe B
LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung

228341 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A, 3 mL
227761 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A1, 3 mL
228351  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group B, 3 mL
228361 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C, 3 mL
227771 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C1, 3 mL
227781 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C2, 3 mL
228371  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group D, 3 mL
228381 BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly, 3 mL

LITERATURNACHWEIS: S. ,References” im englischen Text.

Technischer Kundendienst: setzen Sie sich mit Ihrer zustandigen BD-Vertretung in
Verbindung oder besuchen Sie www.bd.com.

& BD Difco Shigella Antisera Poly

USO PREVISTO

Shigella Antisera Poly BD Difco sono utilizzati per I'identificazione di specie
Shigella tramite la prova di agglutinazione in vetrino. Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly BD Difco & utilizzato per I'identificazione del gruppo di microrganismi
Alkalescens-Dispar tramite la prova di agglutinazione in vetrino.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Le specie Shigella provocano il disturbo della diarrea umana chiamata shigellosi
(dissenteria bacillare classica). La varieta di malattie va dalla diarrea leggera alla
dissenteria grave caratterizzata da crampi addominali e presenza frequente di
sangue e muco nelle feci. Tale disturbo, pur essendo di solito auto-limitante, pud
essere letale per le persone giovani, anziane e malnutrite. Le specie Shigella
vengono trasmesse principalmente da esseri umani e non sono in genere distribuiti
in natura. Mentre la trasmissione € normalmente diretta tra persone e per mezzo di
risorse idriche contaminate, si verificano focolai veicolati da cibi.

Il genere Shigella appartiene alla famiglia Enterobacteriaceae. Le specie Shigella
sono bacilli occasionalmente anaerobi, gram-negativi, tipicamente negativi
all'ossidasi, al lattosio, all’'H,S, e non producono gas. La Shigella e I'Escherichia sono
geneticamente collegati. Alcune famiglie di E. coli possono assomigliare alla Shigella
dal punto di vista biochimico in quanto al pari di questa possono essere negative al
lattosio, non mobili e non produttori di gas. Queste tipologie anaerogene e non mobili
hanno la denominazione storica di gruppo Alkalescens-Dispar e sono attualmente
classificate come biotipi di E. coli. Consultare i riferimenti opportuni per le prove
biochimiche specifiche per la differenziazione di queste famiglie dalla Shigella.1-6
Per confermare il riconoscimento degli isolati morfologicamente e biochimicamente
riconosciuti come specie Shigella, dovranno essere impiegate prove sierologiche
con antisieri polivalenti e specifici per gruppi. Le specie Shigella sono non mobili,
per cui il riconoscimento sierologico si basa sugli antigeni somatici (O). Tuttavia,
alcune famiglie hanno antigeni di copertura che impediscono I'agglutinazione

negli antisieri somatici. Riscaldando la sospensione fino a 100 °C per 30-60 min,
si distruggono questi antigeni di interferenza. Le quattro specie designate o
sierotipi di Shigella sono S. dysenteriae (10 serovar), S. flexneri (sei serovar),

S. boydii (15 serovar) e S. sonnei. Per una spiegazione completa e attuale della
classificazione di Shigella, consultare gli opportuni riferimenti bibliografici.’.2
PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Il riconoscimento delle specie di Shigella include I'isolamento del microrganismo,
I'identificazione biochimica e la conferma sierologica. La conferma sierologica
include la reazione in cui il microrganismo (antigene) reagisce con I'anticorpo
corrispondente. Questa reazione in vitro produce grumi macroscopici, un fenomeno
chiamato agglutinazione. La reazione tra omologhi desiderata avviene con rapidita,
non e dissociante (elevata avidita) e fortemente legante (elevata affinita).

Esiste la possibilita di reazioni tra eterologhi, in quanto un microrganismo
(antigene) puo agglutinare un anticorpo prodotto in risposta ad alcune altre specie.
Simili reazioni, impreviste e forse imprevedibili, possono generare confusione

nel riconoscimento sierologico. Una reazione di agglutinazione positiva tra
omologhi deve essere coerente con I'identificazione morfologica e biochimica del
microrganismo. Le reazioni tra omologhi hanno un rapido svolgimento e sono
resistenti. Le reazioni tra eterologhi sono deboli e la loro formazione & lenta.
REAGENTI

Shigella Antisera Poly BD Difco e Alkalescens-Dispar Antiserum Poly BD Difco
sono antisieri liofilizzati estratti da colture policlonali di cellule di coniglio contenenti
circa 0,2% di sodio azide come conservante.

Shigella Antisera Poly BD Difco sono assorbiti quando necessario per conferire ad
ogni lotto di siero praticita e specificita. Gli antisieri sono assorbiti fino ad un certo
punto senza ridurre le reazioni tra omologhi fino ad un livello insoddisfacente. Essi
sono stati assorbiti in maniera inter- e intra- specifica indipendentemente dal fatto
che gli antisieri Shigella non siano preparati o provati:

Italiano
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Sierotipi provvisori di S. dysenteriae,

varianti di S. flexneri XeY, o

Gruppi Alkalescens-Dispar

Antisiero Reagisce con

Shigella Antiserum Poly Gruppo A Tipi S. dysenteriae 1-7

Shigella Antiserum Poly Gruppo A1 S. dysenteriae tipo 8ab, 8ac, 9, 10

Shigella Antiserum Poly Gruppo B Tipi S. flexneri 1-6

Shigella Antiserum Poly Gruppo C Tipi S. boydii 1-7

Shigella Antiserum Poly Gruppo C1  Tipi S. boydii 8-13

Shigella Antiserum Poly Gruppo C2  Tipi S. boydii 14-18

Shigella Antiserum Poly Gruppo D S. sonneilell

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly Gruppi Alkalescens-Dispar 1,2,3 e 4
Se reidratati e utilizzati nel modo descritto, ogni fiala di Shigella Antisera Poly
BD Difco e Alkalescens-Dispar Antiserum Poly BD Difco contiene reagente
sufficiente per 60 prove in vetrino.
Avvertenze e precauzioni
Per uso diagnostico in vitro.
Questo prodotto contiene gomma naturale secca.
Durante tutte le procedure, adottare tecniche asettiche e seguire le precauzioni
standard contro i rischi microbiologici. Dopo I'uso, sterilizzare in autoclave
campioni, contenitori, vetrini, provette e tutti gli altri materiali contaminati. Seguire
attentamente le istruzioni per l'uso.
AVVERTENZA: Questo prodotto contiene sodio azide, tossica per inalazione,
ingestione e a contatto con la pelle. A contatto con acido, libera gas estremamente
tossici. In caso di contatto con la pelle, lavarsi immediatamente e abbondantemente
con acqua. La sodio azide puo reagire con il piombo e il rame delle tubature,
formando azidi metalliche altamente esplosive. Eliminare la sodio azide facendo
scorrere abbondante acqua negli scarichi per impedire 'accumulo di azidi.
Attenzione

H302 Nocivo se ingerito.

P264 Lavarsi accuratamente dopo I'uso. P270 Non mangiare, né bere, né fumare
durante l'uso. P301+P312 IN CASO DI INGESTIONE: In caso di malessere, contattare
un CENTRO ANTIVELENI o un medico. P330 Sciacquare la bocca. P501 Smaltire il
prodotto/recipiente in conformita alle normative locali/regionali/nazionali/internazionali.

Conservazione

Conservare Shigella Antisera Poly BD Difco e Alkalescens-Dispar Antiserum Poly

BD Difco ad una temperatura di 2-8 °C.

La data di scadenza si riferisce al prodotto in confezione integra e conservato

come prescritto.

L'esposizione prolungata dei reagenti a temperature diverse da quelle indicate puo

danneggiare i prodotti.

Eliminare gli antisieri torbidi o che presentano un precipitato dopo la reidratazione

o la conservazione, a meno che non possano essere chiarificati tramite

centrifugazione o filtrazione e mostrino una reattivita adeguata a controlli positivi

e negativi validati. Gli antisieri che presentano una torbidita macroscopica sono

contaminati e pertanto devono essere eliminati.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Accuratezza clinica: & possibile rintracciare la Shigella su diversi supporti selettivi

come Hektoen Enteric Agar o XLD Agar. Per specifiche informazioni, consultare gli

opportuni riferimenti.2-4 Stabilire che la coltura del microrganismo sia pura e che

le reazioni biochimiche siano coerenti con l'identificazione dell’organismo come

appartenente alle specie Shigella. Una volta soddisfatti questi criteri & possibile

eseguire l'identificazione sierologica.

Campioni alimentari: & possibile rintracciare la Shigella in varie tipologie di cibo

nel caso in cui i campioni siano lavorati per recuperare microrganismi lesionati e per

impedire lo sviluppo eccessivo dei microrganismi concorrenti. Nell'effettuare prove

su campioni alimentari, consultare gli opportuni riferimenti relativi alle procedure

consigliate.56 Dopo aver seguito una procedura prestabilita, determinare che la

coltura del microrganismo sia pura. Le reazioni biochimiche di prova dovranno essere

coerenti con l'identificazione dell'organismo come appartenente alle specie Shigella.

Una volta soddisfatti questi criteri & possibile eseguire I'identificazione sierologica.

PROCEDIMENTO

Materiali forniti - BD Difco Shigella Antisera Poly, BD Difco Alkalescens-Dispar

Antiserum Poly.

Materiali necessari ma non forniti - Vetrini di agglutinazione di 6,45 cm2, stick di

applicazione, bagnomaria bollente, soluzione sterile allo 0,85% di NaCl.

Preparazione dei reagenti

Prima di eseguire i test, lasciare equilibrare tutti i materiali a temperatura ambiente.

Assicurarsi che tutta la vetreria e le pipette siano pulite e prive di residui di

detergenti o altro.

Per reidratare, aggiungere 3 mL di soluzione sterile allo 0,85% di NaCl e roteare

leggermente per dissolvere completamente il contenuto.

Test di agglutinazione dell’isolato

1. Dalla coltura su supporto non selettivo, prelevare con un’ansa un’aliquota di
crescita, trasferirla su una goccia di soluzione fisiologica sterile allo 0,85% su un
vetrino pulito ed emulsificare I'organismo.

2. Roteare il vetrino per 1 minuto e poi osservare I'agglutinazione.
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3. Se si verifica agglutinazione (autoagglutinazione), la coltura & disomogenea
e non puo essere analizzata. Eseguire una subcoltura su agar non selettivo,
incubare e testare di nuovo I'organismo come descritto nei passaggi 1 e 2.

4. Se l'agglutinazione non si verifica, procedere con il test sull'organismo.

Procedura del test

Utilizzare la seguente procedura per testare I'isolato con ciascun

antisiero selezionato.

1. Dispensare su una piastra di agglutinazione 1 goccia (35 uL) dell’'antisiero
da analizzare.

2. Controllo negativo: dispensare 1 goccia di soluzione sterile di NaCl allo 0,85%
su una piastra di agglutinazione.

3. Da un terreno agar solido, trasferire una parte di un’ansata di colonie isolate su
ciascuna area di reazione di cui sopra e miscelare accuratamente.

4. Test di controllo qualita: dispensare 1 goccia di ciascun BD Difco Shigella
Antiserum da analizzare su una piastra di agglutinazione. Aggiungere una parte di
un’ansata di una cultura di provvista di identificazione sierologica nota appropriata.

5. Miscelare ciascuna area di reazione con uno stick applicatore diverso e agitare
delicatamente per un minuto. Verificare I'agglutinazione.

Controllo di qualita a cura dell’'utente

Al momento dell’'uso, applicare entrambi i controlli per omologhi ed eterologhi per

verificare le prestazioni dell’antisiero, le tecniche e la metodologia. La coltura di

provvista di identificazione sierologica nota pud essere utilizzata come controllo per

omologhi o eterologhi.

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in conformita

alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di controllo di qualita del

laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di controllo di qualita appropriata, si
consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione CLSI in merito.

RISULTATI

1. Leggere e registrare i risultati come segue:
4+ 100% di agglutinazione (sfondo da trasparente a leggermente appannato)
3+ 75% di agglutinazione (sfondo leggermente torbido)
2+ 50% di agglutinazione (sfondo moderatamente torbido)
1+ 25% di agglutinazione (sfondo torbido)

—  Nessuna agglutinazione

2. Il controllo positivo deve fornire un risultato di agglutinazione pari a 3+ o superiore.

3. Il controllo negativo non deve evidenziare alcuna agglutinazione.

4. Per il test degli isolati, si considera positivo un risultato di agglutinazione pari a
3+ o superiore entro 1 minuto.

5. Nel caso in cui non si verifichi alcuna agglutinazione o I'agglutinazione sia debole,
eliminare il blocco degli antigeni di copertura seguendo la procedura seguente:

« Preparare una sospensione densa dell'isolato da un supporto agar in 3-5 mL

di soluzione sterile allo 0,85% di NaCl.

Riscaldare in bagnomaria bollente per 30-60 minuti e far raffreddare. Dopo il

riscaldamento, la sospensione non dovra evidenziare precipitazione. In caso

contrario, selezionare per la prova un’altra colonia.

Centrifugare a 1.000 rpm per 10—-15 minuti.

Aspirare ed eliminare il surnatante.

Sospendere di nuovo il sedimento in 0,5 mL di soluzione sterile allo 0,85%

di NaCl.

Prelevare una goccia di sospensione ed effettuare la prova di agglutinazione

in vetrino come descritto sopra.

6. Una reazione parziale (minore di 3+) o ritardata, si considera un risultato negativo.

7. Seirisultati del test per controllo qualita o controllo negativo si discostano da quelli
descritti, il test € da considerarsi non valido e non € possibile registrare i risultati.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

1. La corretta interpretazione delle reazioni sierologiche dipende dalla purezza
della coltura, dall'osservazione di caratteristiche morfologiche e dalle reazioni
biochimiche coerenti con 'identificazione del microrganismo come specie
di Shigella.

2. | metodi sierologici da soli non sono in grado di identificare I'isolato come specie
di Shigella.

3. Il calore eccessivo da fonti esterne (ansa batteriologica calda, fiamma di
bruciatore, fonte di luce, ecc.) pud impedire la formazione di una sospensione
omogenea del microrganismo o causare evaporazione o precipitazione della
miscela da testare e dar luogo a reazioni falsamente positive.

4. Le colture disomogenee di isolati sono soggette ad agglutinazione spontanea con
conseguente agglutinazione dei controlli negativi (autoagglutinazione). Le colture
omogenee devono essere selezionate e testate in procedure sierologiche.

5. Per effettuare i test su Shigella Antisera Poly BD Difco e Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly BD Difco sono state utilizzate colture prelevate direttamente da
supporti agar. Questi antisieri non sono stati testati con sospensioni di antigeni
in soluzione di NaCl o in altri diluenti. Se I'operatore introduce delle variazioni
nei passaggi raccomandati per la procedura, ciascun lotto di antisiero deve
essere testato con colture di controllo per verificare le reazioni previste in base
alla procedura modificata.



PERFORMANCE

Le performance di Shigella Antisera BD Difco, prodotte dai laboratori Difco, sono
state confrontate durante test di agglutinazione in vetrino con altri cinque test di
agglutinazione al latex presenti sul mercato per il raggruppamento sierologico
della Shigella, in uno studio condotto da Lefebvre, Gosselin, Ismail, Lorange, Lior
e Woodward.” Nell'ambito di tale studio, sono state considerate quarantasei (46)
famiglie di riferimento di Shigella, 50 famiglie di Shigella di interesse clinico e

9 famiglie non appartenenti alle specie Shigella.”

La tabella seguente elenca i risultati ottenuti.

SpecificitaP
Gruppo A Gruppo B Gruppo C Gruppo D
Antisieri BD Difco 94 (85/90) 99 (90/91) 96 (67/70) | 100 (86/86) | 98 (81/83)
Antisieri commerciali #1| 85 (66/78) | 100 (94/94) | 97 (68/70) | 100 (95/95) | 99 (82/83)
Antisieri commerciali #2| 93 (88/95) 97 (86/89) 97 (68/70) 95 (79/83) 95 (79/83)
Antisieri commerciali #3| 85 (71/84) 99 (96/97) 97 (68/70) 88 (76/86) 98 (81/83)
Antisieri commerciali #4 | 47 (42/90) | 100 (91/91) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)
Antisieri commerciali #5| 91 (77/85) 98 (91/93) 99 (69/70) 98 (87/89) 96 (80/83)
Test di agglutinazione
al latex
a | denominatori variavano in base al numero di famiglie di omologhi riconosciute dagli antisieri commerciali.
b Numero complessivo delle famiglie di eterologhi Shigella e non appartenenti alle specie Shigella prese in
considerazione nel test.

Prodotto

91(84/92) | 100 (89/89) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)

Nel corso di tale studio, relativamente alle famiglie prese in considerazione, la
sensibilita complessiva dello Shigella Antisera BD Difco ¢ stata del 94% e la
specificita per Shigella BD Difco gruppo A é stata del 99%, per Shigella BD Difco
Gruppo B ¢é stata del 96%, per Shigella BD Difco Gruppo C 100% e per Shigella
BD Difco Gruppo D & stata del 98%.7

Nello studio, & stata osservata la reattivita incrociata tra:

P, shigelloides e antisieri del gruppo D

* H. alveie S. flexneri e antisieri del gruppo B

« E. coliATCC 13706 e antisieri del gruppo D

« E. coli0157:H19 e antisieri del gruppo B

DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione

228341 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A, 3 mL
227761 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A1, 3 mL
228351 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group B, 3 mL
228361  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C, 3 mL
227771 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C1, 3 mL
227781 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C2, 3 mL
228371 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group D, 3 mL
228381 BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly, 3 mL

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.

Assistenza e supporto tecnico: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il
sito www.bd.com

& BD Difco Shigella Antisera Poly

USO PREVISTO
BD Difco Shigella Antisera Poly (antisueros polimicrobianos para Shigella
BD Difco) se utilizan para la identificacion de especies Shigella mediante la prueba
de aglutinacion en portaobjetos. BD Difco Alkalescens-Dispar Poly (antisueros
polimicrobianos para Alkalescens-Dispar BD Difco) se utilizan para la identificacion
del grupo de microorganismos Alkalescens-Dispar mediante la prueba de
aglutinacioén en portaobjetos.
RESUMEN Y EXPLICACION
La especie Shigella causa la enfermedad diarreica humana shigelosis (disenteria
bacilar clasica). La enfermedad puede variar desde diarrea leve hasta disenteria
grave, caracterizada por célicos y defecacion frecuente mucoide con sangre
macroscopica. Aunque la enfermedad por lo general remite espontaneamente,
puede poner en peligro la vida de las personas jévenes, ancianas y desnutridas.
Los portadores de la especie Shigella son principalmente seres humanos, y este
organismo por lo general no se propaga a través de otros seres vivos. Aunque la
transmision es habitualmente directa (de una persona a otra) y a través del suministro
de agua contaminada, también ocurren brotes por transmisién alimentaria.
El género Shigella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Shigella es una
especie anaerobia facultativa: bacilos gram negativos, no productores de gas y
tipicamente negativos a la oxidasa, lactosa y H,S. Existe una relacion genética
entre Shigella'y Escherichia. Determinadas cepas de E. coli pueden asemejarse
a Shigella en cuanto a las propiedades bioquimicas, porque ambas pueden ser
negativas a la lactosa, no moéviles ni productoras de gas. Estos tipos anaerogénicos
no moviles se han denominado histéricamente el grupo Alkalescens-Dispar, y
actualmente se clasifican como biotipos de E. coli. Consultar las referencias
apropiadas para pruebas bioquimicas especificas para la diferenciacion de estas
cepas de Shigella'-.
Las pruebas seroldgicas con antisueros polivalentes y especificos de grupos
deben utilizarse para confirmar la identificacién de aislados identificados como
de la especie Shigella debido a sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas.
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La especie Shigella no es movil, por lo que la identificacion serolégica se basa
en antigenos somaticos (O). Sin embargo, algunas cepas tienen antigenos de
envoltura que evitan la aglutinacion en antisueros somaticos. Si se calienta la
suspension a 100 °C durante 30—-60 min, se destruyen dichos antigenos causantes
de interferencia. Las cuatro especies nombradas o serotipos de Shigella son
S. dysenteriae (10 serotipos), S. flexneri (6 serotipos), S. boydii (15 serotipos) y
S. sonnei. Para obtener una explicacion completa y actual de la clasificacion de
Shigella, consultar las referencias correspondientes’2.
PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
La identificacion de especies Shigella incluye el aislamiento del microorganismo, la
identificacion bioquimica y la confirmacién serolégica. La confirmacién serolégica
se produce mediante la reaccién en la que el microorganismo (antigeno) reacciona
con el anticuerpo correspondiente. Esta reaccion in vitro produce la formacién de
grumos macroscopicos denominada aglutinacién. La reaccion homéloga deseada
es rapida, de union fuerte (alta afinidad) y no disociativa (alta avidez).
Dado que un microorganismo (antigeno) puede aglutinarse con anticuerpos
producidos como respuesta a alguna otra especie, son posibles las reacciones
heterélogas. Dichas reacciones imprevistas y posiblemente impredecibles pueden
causar confusion en la identificacion seroldgica. Por consiguiente, una reaccion
de aglutinacion homéloga positiva deberia apoyar la identificacion morfolégica y
bioquimica del microorganismo. Las reacciones homoélogas son fuertes y rapidas.
Las reacciones heterélogas son débiles y lentas.
REACTIVOS
BD Difco Shigella Antisera Poly y BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum son
antisueros de conejo liofilizados y policlonales que contienen aproximadamente
0,2% de azida sodica como conservante.
BD Difco Shigella Antisera Poly se absorben cuando es necesario para hacer
cada lote de suero no sélo especifico sino también practico. Los antisueros se
absorben hasta un cierto punto sin reducir las reacciones homélogas a un nivel no
satisfactorio. Se han sometido a absorcion inter e intra-especifica, con la excepcién
de que los antisueros para Shigella no se han preparado ni analizado para:

serotipos provisionales de S. dysenteriae,

S. flexneri, variantes X e Y, o

grupos Alkalescens-Dispar

Antisuero Reacciona con

Shigella Antiserum Poly Group A S. dysenteriae tipos 1-7

Shigella Antiserum Poly Group A1 S. dysenteriae tipo 8ab, 8ac, 9, 10
Shigella Antiserum Poly Group B S. flexneri tipos 1-6

Shigella Antiserum Poly Group C S. boydii tipos 1-7

Shigella Antiserum Poly Group C1 S. boydii tipos 8-13

Shigella Antiserum Poly Group C2 S. boydii tipos 14-18

Shigella Antiserum Poly Group D S. sonneily Il

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly  Alkalescens-Dispar, grupos 1,2,3y 4

Cuando se rehidrata y utiliza de la manera descrita, cada frasco de BD Difco
Shigella Antisera Poly y BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly contiene
suficiente reactivo para 60 pruebas en portaobjetos.

Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vitro.

Este producto contiene goma natural seca.

Emplear una técnica aséptica y seguir las precauciones habituales contra riesgos
microbioldgicos durante todo el proceso. Después del uso, se deberan esterilizar en
autoclave muestras, envases, portaobjetos, tubos y demas material contaminado.
Es necesario seguir al pie de la letra las instrucciones de uso.

ADVERTENCIA: Este producto contiene azida sodica, la cual es toxica en caso
de inhalacion, contacto con la piel e ingestién. El contacto con &cidos libera un gas
muy téxico. En caso de contacto con la piel, lavar de inmediato el area afectada
con abundante agua. La azida sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo
y cobre y formar azidas metalicas muy explosivas. Al eliminar el material por el
desaglie, utilizar un gran volumen de agua para evitar la acumulacion de azidas.

Atencion

H302 Nocivo en caso de ingestion.

P264 Lavarse concienzudamente tras la manipulacion. P270 No comer, beber ni
fumar durante su utilizacion. P301+P312 EN CASO DE INGESTION: Llamar a un
CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.
P330 Enjuagarse la boca. P501 Eliminar el contenido/el recipiente de conformidad
con las normativas locales, regionales, nacionales e internacionales.

Almacenamiento

Conservar los BD Difco Shigella Antisera Poly y BD Difco Alkalescens-Dispar
Antiserum Poly, liofilizados y rehidratados, a una temperatura de 2-8 °C.

La fecha de caducidad se aplica al producto conservado en su envase intacto de la
forma indicada.

Una exposicion prolongada de los reactivos a temperaturas diferentes de las
especificadas es perjudicial para los productos.

Descartar los antisueros que tengan turbidez o que presenten precipitados
después de la rehidratacion o el almacenamiento a menos que se puedan aclarar
por centrifugado o filtraciéon y demuestren una reactividad correcta con controles
positivos y negativos validados. Una turbidez macroscépica indica contaminacion;
por lo tanto, esos antisueros deben descartarse.
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RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Muestras clinicas: Shigella puede recuperarse de medios de diferenciacion

selectivos tales como el agar entérico Hektoen o agar XLD. Consultar las

referencias correspondientes para obtener recomendaciones especificas24.

Determinar que se haya obtenido un cultivo puro del microorganismo y que las

reacciones de las pruebas bioquimicas sean coherentes con la identificacion del

organismo como perteneciente a la especie Shigella. Una vez satisfechos estos
criterios, se podra realizar la identificacion seroldgica.

Muestras de alimentos: Shigella puede recuperarse de diversos tipos de

alimentos cuando éstos se procesan para recuperar microorganismos lesionados

y evitar el crecimiento excesivo de microorganismos competitivos. Consultar

las referencias correspondientes para informarse acerca de los procedimientos

recomendados al analizar muestras de alimentos®6. Después de seguir un

protocolo establecido, determinar que se ha obtenido un cultivo puro del organismo.

Las reacciones de las pruebas bioquimicas deben guardar correlacién con la

identificacion del organismo como perteneciente a la especie Shigella. Una vez

satisfechos estos criterios, se podra realizar la identificacion seroldgica.

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados: BD Difco Shigella Antisera Poly, BD Difco

Alkalescens-Dispar Antiserum Poly

Materiales necesarios pero no suministrados: Los portaobjetos de aglutinacion

con 6,45 cm2, aplicadores, bafio Maria (hirviendo), solucién de NaCl estéril al 0,85%.

Preparacion del reactivo

Equilibrar todos los materiales a temperatura ambiente antes de realizar las

pruebas. Asegurarse de que el material de vidrio y las pipetas estén limpios y libres

de residuos, como, por ejemplo, detergente.

Para rehidratar el producto, afiadir 3 mL de solucion de NaCl estéril al 0,85% y girar

suavemente para disolver el contenido por completo.

Analisis de la cepa aislada para determinar la autoaglutinacion

1. Apartir de un cultivo de prueba en medio no selectivo, transferir un asa llena de
crecimiento a una gota de solucion salina estéril al 0,85% en un portaobjetos
limpio, y emulsionar el organismo.

2. Girar el portaobjetos durante 1 min y luego observar para determinar si se ha
producido aglutinacion.

3. Siocurre la aglutinacion (autoaglutinacion), el cultivo es rugoso y no lo podra
analizar. Realizar un subcultivo en agar no selectivo, incubar y volver a analizar
el organismo tal como se describe en los pasos 1y 2.

4. Sino ocurre ningun tipo de aglutinacion, realizar el andlisis del organismo.

Procedimiento de analisis

Utilizar este procedimiento para analizar el aislado con cada antisuero seleccionado.

1. Colocar 1 gota (35 pL) del antisuero a ser analizado en un portaobjetos
de aglutinacion.

2. Control negativo: Dispensar 1 gota de solucion de NaCl al 0,85% estéril en un
portaobjetos de aglutinacion.

3. Desde un medio de agar sélido, transferir una parte o un asa llena de colonias
aisladas a cada area de reaccion anterior y mezclar bien.

4. Anadlisis de control de calidad: Dispensar 1 gota de cada BD Difco Shigella
Antiserum que se vaya a analizar en un portaobjetos de aglutinacion. Afadir
una parte de un asa llena de un cultivo de referencia adecuado de identificacion
serologica conocida.

5. Mezclar cada area de reaccién con un aplicador diferente y agitar suavemente
durante 1 minuto. Efectuar una lectura para determinar la aglutinacion.

Control de calidad del usuario

En el momento de uso, aplicar controles tanto homélogos como heterélogos para

comprobar el rendimiento del antisuero, las técnicas y la metodologia. Se pueden

utilizar cultivos de referencia de identificacion serologica conocida como controles
homologos y heterdlogos.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o

nacional, a los requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos

estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las
instrucciones de CLSI y normativas de CLIA correspondientes para obtener
informacion acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS

1. Leer y registrar los resultados de la siguiente forma:

4+ 100% de aglutinacion (fondo de transparente a ligeramente lechoso)
3+  75% de aglutinacion (fondo ligeramente turbio)

2+ 50% de aglutinacion (fondo moderadamente turbio)

1+ 25% de aglutinacion (fondo turbio)

—  Sin aglutinacion

. El control positivo debe indicar una aglutinacién de 3+ o mayor.

3. El control negativo no debe mostrar ningun indicio de aglutinacion.

4. Para las cepas aisladas del andlisis, un valor de aglutinacién de 3+ o mas al
cabo de 1 min indica un resultado positivo.

5. Sino se produce aglutinacion o si ésta es débil, seguir este procedimiento para
retirar los antigenos de envoltura que causan interferencia:

* Preparar una suspension densa del aislado a partir de un medio de agar en

3-5 mL de solucién de NaCl estéril al 0,85%.

Calentar en bafio Maria (hirviendo) durante 30-60 min y dejar enfriar. La

suspension no debe mostrar precipitado después del calentamiento. De ser

asi, seleccionar otra colonia para andlisis.

Centrifugar a 1.000 rpm durante 10-15 min.
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« Aspirar y descartar el sobrenadante.

« Volver a suspender el sedimento en 0,5 mL de solucién de NaCl estéril al 0,85%.

« Utilizar una gota de suspension y realizar la prueba de aglutinacion en
portaobjetos como se ha descrito anteriormente.

6. Una aglutinacion parcial (menos de 3+) o demorada debe considerarse como
reaccion negativa.

7. Silos resultados de la prueba para los controles de calidad o el control negativo
no resultan tal como se describen, la prueba no sera valida y los resultados no se
podran notificar.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. La interpretacién correcta de las reacciones serolégicas depende de la
pureza del cultivo, de sus caracteristicas morfolégicas y de las reacciones
bioguimicas que sean coherentes con la identificacién del microorganismo como
perteneciente a la especie Shigella.

2. Los métodos seroldgicos por si solos no pueden identificar la cepa aislada como
perteneciente a la especie Shigella.

3. El calor excesivo proveniente de fuentes externas (asa bacterioldgica caliente,
llama del mechero, fuente de luz, etc.) puede impedir la formacién de una
suspension uniforme del microorganismo o causar la evaporacién o precipitacion
de la mezcla de analisis. Pueden ocurrir reacciones positivas falsas.

4. Efectivamente ocurren cepas aisladas de cultivos rugosos, las cuales se
aglutinaran espontaneamente, lo que causa la aglutinacion de los controles
negativos (autoaglutinacion). Es necesario seleccionar y analizar colonias
uniformes en los procedimientos serologicos.

5. BD Difco Shigella Antisera Poly y BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum
Poly se han analizado con cultivos extraidos directamente de medios de agar.
Estos antisueros no han sido analizados con suspensiones de antigenos
en solucion de NaCl o en otros diluyentes. Si el usuario aplica variaciones
en los pasos recomendados, cada lote de antisuero se debera analizar con
cultivos de control conocidos para verificar las reacciones esperadas bajo el
procedimiento modificado.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

EL rendimiento de BD Difco Shigella Antisera, fabricado por Difco Laboratories, se

comparo, en pruebas de aglutinacion en portaobjetos, con otros cinco antisueros

disponibles comercialmente y una prueba de aglutinacion de latex disponible
comercialmente para la determinacion de grupos serolégicos de Shigella en un
estudio llevado a cabo por Lefebvre, Gosselin, Ismail, Lorange, Lior y Woodward?.

En este estudio se utilizaron 46 cepas de referencia de Shigella, 50 cepas clinicas

de Shigella'y 9 cepas diferentes de Shigella’.

En la tabla siguiente se recogen los resultados obtenidos.

Especificidad®

a

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

BD Difco Antisera 94 (85/90) | 99 (90/91) | 96 (67/70) | 100 (86/86) | 98 (81/83)
Antisueros comerciales N° 1| 85 (66/78) | 100 (94/94) | 97 (68/70) | 100 (95/95) | 99 (82/83)
Antisueros comerciales N° 2| 93 (88/95) | 97 (86/89) | 97 (68/70) | 95 (79/83) | 95 (79/83)
Antisueros comerciales N° 3| 85 (71/84) 99 (96/97) | 97 (68/70) | 88 (76/86) | 98 (81/83)
Antisueros comerciales N° 4| 47 (42/90) | 100 (91/91)| 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)
Antisueros comerciales N° 5| 91 (77/85) | 98 (91/93) | 99 (69/70) | 98 (87/89) | 96 (80/83)

Prueba de aglutinacion
de latex

91(84/92) | 100 (89/89) | 100 (70/70) | 100 (86/86) | 99 (82/83)

a Los denominadores variaron de acuerdo al nimero de cepas homélogas reconocidas porlos
antisueros comerciales.
b Numero total de cepas analizadas diferentes de Shigella y heterdlogas de Shigella.

En este estudio, para las cepas evaluadas, la sensibilidad general de BD Difco
Shigella Antisera fue del 94% vy la especificidad de BD Difco Shigella grupo A fue
del 99%, BD Difco Shigella grupo B fue del 96%, BD Difco Shigella grupo C fue
del 100% y BD Difco Shigella grupo D fue del 98%7.

En este estudio se observo reactividad cruzada entre:

* P shigelloides y los antisueros del grupo D

* H.alveiy S. flexneriy los antisueros del grupo B

« E. coli ATCC 13706 y los antisueros del grupo D

« E. coli0157:H19 y los antisueros del grupo B

DISPONIBILIDAD

Cat. No. Descripcion

228341 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A, 3 mL

227761 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group A1, 3 mL

228351  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group B, 3 mL

228361 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C, 3 mL

227771 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C1, 3 mL

227781 BD Difco Shigella Antiserum Poly Group C2, 3 mL

228371  BD Difco Shigella Antiserum Poly Group D, 3 mL

228381 BD Difco Alkalescens-Dispar Antiserum Poly, 3 mL

REFERENCIAS: Ver “References” en el texto en inglés.

Servicio técnico: pédngase en contacto con el representante local de BD o visite
www.bd.com.
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