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aglutinante de
Vibrio cholerae

UTILIDAD

El suero aglutinante de Vibrio cholerae se utiliza para la identificacion
serolégica de V. cholerae con fines epidemiolégicos y diagndsticos.
El suero polivalente 01 (ZM05/30165001) se utiliza en métodos de
cribado por aglutinacién en portaobjetos: el suero para los subtipos
(ZM06/30165101, ZM07/30165201) se utiliza en ensayos de
aglutinacion en tubos y en portaobjetos como se describe méas
adelante.

Los analisis seroldgicos tienen fines de cribado y deben complementar
(nunca sustituir) los analisis con cultivos o procedimientos bioquimicos.

RESUMENY EXPLICACION DEL ENSAYO

Se recomienda utilizar suspensiones con formaldehido en los
ensayos con tubos, aunque se pueden utilizar suspensiones con
solucién salina. Se recomienda hervir las suspensiones durante 2
horas y media antes del ensayo de aglutinaciéon en portaobjetos,
ya que se reduce el nimero de reacciones falsas positivas y
negativas'. Los subtipos Inaba y Ogawa del V. cholerae estan
estrechamente relacionados y, por lo tanto, se pueden producir
reacciones cruzadas?. El suero para los subtipos se ha absorbido
para que no se produzcan reacciones cruzadas en los ensayos de
aglutinacion en portaobjetos. Se pueden producir reacciones
cruzadas en los ensayos de aglutinacién en tubos, pero se observa
una reduccién del titulo de al menos 4 veces el titulo impreso en la
etiqueta del frasco. Se debe tener en cuenta que el vibrién El Tor no
se puede distinguir del V. cholerae con pruebas serolégicas.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS DEL PROCEDIMIENTO

Los ensayos seroldgicos se basan en el hecho de que los anticuerpos
presentes en suero, que se producen en respuesta a la exposicion
a los antigenos de las bacterias, aglutinan visiblemente las
suspensiones bacterianas que contienen antigenos homologos.

REACTIVOS

CONTENIDO DEL KIT
Suero aglutinante de

Apogentk

Es

Vibrio Cholerae 2ml

ZM05/30165001 1 frasco cuentagotas (tapén azul)
ZM06/30165101 1 frasco cuentagotas (tapén azul)
ZM07/30165201 1 frasco cuentagotas (tapén azul)

DESCRIPCION, PREPARACION PARA EL USOY
ALMACENAMIENTO

Si desea mas informacion, consulte el apartado Advertencias y
precauciones en este folleto
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Si se almacena a una temperatura entre 2° y 8°C, el suero permanece
activo al menos hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta
del frasco.

AGGLUTINATING
SERUM

Suero aglutinante de Vibrio Cholerae

El suero aglutinante de Vibrio cholerae se
produce en conejos. Conservante: Fenol al
0,5%. Cada frasco, provisto de dispensador
y cuentagotas, contiene suero para realizar
entre 40 y 50 ensayos y se suministra listo
para su uso.

Durante el almacenamiento el suero puede
adquirir una ligera turbidez, la cual no
interfiere necesariamente en los resultados
ni implica su deterioro. Antes del uso,
clarifique el suero mediante centrifugacion
o filtracién (con un filtro de membrana de
0,45 pm). Por el contrario, un aspecto
intensamente turbio es sefal de
contaminacion y el suero se debe desechar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso en diagnéstico in vitro.
Soélo para uso profesional.
Atencion: Este producto contiene caucho natural seco.

Para mas informacién sobre los componentes potencialmente
peligrosos, consulte la hoja de datos de seguridad del fabricante y
el etiquetado de los productos.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

1. NOTA: Se han clasificado los organismos de V. cholerae en el
grupo 2+; manipule estos materiales de acuerdo a las normativas
de seguridad vigentes.

2. Después del uso, los materiales no desechables se deben
esterilizar. El método adecuado es la esterilizaciéon con autoclave
a una temperatura de 121°C durante al menos 15 minutos. Los
materiales desechables se deben esterilizar con autoclave o
incinerar.

3. Las salpicaduras de los materiales potencialmente infecciosos
se deben eliminar inmediatamente con papel absorbente y se
debe limpiar la zona contaminada con un desinfectante
bactericida adecuado o con alcohol al 70%. Los materiales
utilizados para limpiar las salpicaduras, incluidos los guantes, se
deben eliminar junto con los desechos potencialmente infecciosos.

4. No pipetee con la boca. Utilice guantes desechables y proteccion
para los ojos cuando manipule las muestras y realice el ensayo.
Lavese bien las manos cuando haya terminado el analisis.

5. Estos reactivos contienen fenol. Aunque la concentracién es
baja, el fenol es téxico por ingestiéon y en contacto con la piel. No
ingiera los reactivos. Si cualquiera de los reactivos entra en
contacto con la piel o los o0jos, lavese inmediatamente y bien con
agua abundante.

6. Manipule los reactivos y las muestras como si fueran materiales
potencialmente infecciosos siguiendo los Procedimientos
Normalizados de Trabajo.

PRECAUCIONES DE MANIPULACION

1. No utilice el antisuero transcurrida la fecha de caducidad. Se
debe evitar la contaminacion microbiolégica de los antisueros,
ya que puede provocar resultados erréneos y afectar al
rendimiento de los reactivos.

2. No modifique el procedimiento del ensayo ni la temperatura o el
tiempo de incubacién.

3. Inmediatamente después del uso, vuelva a almacenar el suero
bajo las condiciones antes indicadas.

RECOGIDA, TRANSPORTEY ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

Se recomienda utilizar cultivos recientes en medios no selectivos,
tales como agar nutriente. No utilice TCBS u otro medio selectivo.
Para mas informacién sobre la recogida de las muestras y la
preparacion de los cultivos, se debe consultar un libro especializado.



PROCEDIMIENTO

MATERIALES SUMINISTRADOS
Consulte el apartado Contenido del kit en este folleto.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
Solucién salina al 0,85%.

Portaobjetos de vidrio.

Asa de recogida de muestras y mechero de Bunsen.
Superficie oscura con luz indirecta.

Tubos de ensayo y gradillas.

Bafio termostatico ajustable con termémetro.
Cronémetro.

Formol al 0,5% o solucién salina de fenol.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

© N oA N~

Ensayos de aglutinacion en portaobjetos

Paso 1 Dispense 2 gotas (40 pl cada una) de solucion salina en un
portaobjetos de vidrio. Con un asa emulsione partes del
cultivo con cada gota de solucién salina para obtener una
suspension densa.

Paso 2 Afada, como control, una gota (40 pl) de solucién salina a una
suspension y mezcle. Aflada a la otra suspension una gota
(40 pl) de antisuero sin diluir y mezcle.

Paso 3 Agite el portaobjetos durante 1 minuto y compruebe que se
produzca la aglutinacién. Esta se puede observar con mayor
facilidad si se coloca sobre una superficie oscura con luz
indirecta. Deseche el portaobjetos utilizado segun las
disposiciones vigentes de desinfeccion y de desecho.

Ensayos de aglutinacién en tubos (s6lo ZM06/30165101,

ZM07/30165201)

Paso 1 Se puede preparar el antigeno emulsionando el inéculo de un
cultivo puro en solucion isoténica salina o en solucion salina con
formol o con fenol al 0,5% hasta obtener una suspension poco
densa (aproximadamente de 10° bacterias/ml).

Paso2 Haga diluciones seriadas del antisuero en solucién salina en
volimenes de 0,5 ml desde 1:10 hasta 1:320. Se pueden utilizar
tubos con fondo redondo de aproximadamente 9 mm x 85 mm.

Paso 3 Afada en cada tubo 0,5 ml de la suspension de antigenos. Esto
duplica la dilucién del antisuero.

Paso 4 Se debe incluir un tubo de control que contenga sélo suspension
y diluyente de solucion salina adecuado.

Paso 5 Agite e incube los tubos a una temperatura de 50°C durante la
noche (entre 16 y 20 horas).

Paso 6 Compruebe si se ha producido la aglutinacion.

RESULTADOS

Aglutinacion en portaobjetos

La aglutinacién debe ser densa y claramente visible transcurrido
1 minuto. En la suspension de control no se debe apreciar
aglutinacion. Si ésta se produce, la suspensiéon no es adecuada
para el analisis con este método.

Aglutinacion en tubos

En una reaccion positiva, se debe observar claramente una
aglutinacion granulada.

En una reaccion negativa y en el control de solucién salina, la
suspensién no debe cambiar de aspecto. Tenga en cuenta que
después de varias horas de incubacién (entre 16 y 20 horas) la
suspension se sedimenta y se debe resuspender golpeando
suavemente el tubo.

La presencia de aglutinacion en el tubo de control implica una
suspension poco homogénea, la cual no es adecuada para el ensayo.

CONTROL DE CALIDAD
Se recomienda analizar el antisuero segun las instrucciones
descritas utilizando cultivos positivos y negativos ya analizados.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El titulo del suero es la dltima dilucion en la que se observa una
aglutinacion. Un titulo igual o semejante al que figura impreso en la
etiqueta del frasco indica homologia.

En la mayoria de los casos, los titulos iguales o inferiores a 1:20 no
son significativos. Sin embargo, en el caso del suero para el serotipo
Inaba del Vibrio cholerae, la absorcién necesaria para que el suero
sea especifico, suele producir una actividad baja homéloga, por lo
cual, un titulo de 1:20 puede ser un titulo significativo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El uso exclusivo de ensayos serolégicos no proporciona
identificaciones definitivas, por lo que se deben realizar ensayos
bioquimicos confirmatorios adicionales.

En caso de obtener resultados incoherentes mediante el ensayo de
aglutinacion en portaobjetos, se recomienda hervir los cultivos para
reducir las reacciones inespecificas.

RESULTADOS PREVISTOS
Aglutinacion visible en presencia de cultivos homélogos.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL FUNCIONAMIENTO
El suero polivalente 01 (ZM05/30165001) debe indicar una
aglutinacion visible con el ensayo en portatubos de los subtipos del
V. cholerae. En el suero Ogawa e Inaba se debe observar una
aglutinacion clara con el ensayo de aglutinaciéon en tubos y en
portatubos de los subtipos Ogawa e Inaba del V. cholerae. Se debe
tener en cuenta que el vibrién El Tor no se puede distinguir del
V. cholerae 'y, por lo tanto, se deben realizar ensayos bioquimicos.
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ENVASE

ZMO05/30165001
ZMO06/30165101
ZM07/30165201

Leyenda de los simbolos

N° del catélogo

Dispositivos médicos de diagnéstico in vitro

Consultar instrucciones de uso (IFU)

Limites de temperatura (Temp. de almacenamiento)

Cadigo del lote (n® de lote)
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Utilizar antes de (fecha de caducidad)

La dltima dilucién presenta aglutinaciones positivas
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