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Prueba de aglutinacién de latex para la
identificacion de las especies mas
frecuentes de Legionella a partir de los
cultivos en placa procedentes de pacientes
con sospecha de legionelosis o de fuentes
ambientales. La prueba de aglutinacién de
latex de Oxoid permite la identificacién por
separado de Legionella pneumophila
serogrupo 1y de los serogrupos 2-14 asi
como la detecci6n de otras siete especies
de Legionella implicadas en infecciones
humanas.

Introduccién
La enfermedad de los Legionarios,
denominada asf tras el brote que tuvo lugar
en 1976 durante la convencién de la legion
americana en Filadelfia, es causada por
Legionella pneumophila y otras especies de
Legionella. Se caracteriza por ser una
enfermedad respiratoria febril aguda cuya
severidad va desde una forma leve hasta
una neumonia fatal.

Le enfermedad cursa en forma tanto
epidémica como endémica y los casos
esporadicos no se diferencian en sus
sintomas clinicos de otras infecciones
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respiratorias. La infeccion por Legionella en
todo el mundo se estima en unos 25.000
casos anuales. Los factores de riesgo
conocidos incluyen: inmunosupresion,
consumo de alcohol y tabaco y enfermedad
pulmonar concomitante.

La tasa de mortalidad, que puede alcanzar
hasta un 25% en pacientes
inmunocomprometidos no tratados puede
disminuir si se diagnostica la enfermedad
rapidamente y se instaura con prontitud la
terapia antimicrobiana adecuada.

Se ha demostrado que Legionella
pneumophila es la causa mas frecuente
tanto de neumonia como del sindrome febril
agudo autolimitado conocido como fiebre
de Pontiac. Las razas de L. pneumophila y
otras especies de Legionella se aislan de
pacientes con neumonia y del ambiente
(principalmente agua).

Rara vez se han aislado de localizaciones
no neumanicas como en abcesos de
heridas. El mayor reservorio de las especies
de Legionella parecen ser los sitios con
agua fresca, unidades de aire
acondicionado y diversos dispositivos del
sistema de tuberias.
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L. pneumophila es la causa mas comun de
la enfermedad de los legionarios. Hasta el
presente existen 14 serotipos diferentes, de
los cuales L. pneumophila serogrupo 1
acontece en el 90% de los casos.

La prueba de Latex de Oxoid utiliza
particulas de latex azul sensibilizadas con
anticuerpos que aglutinaran en presencia de
los antigenos de la pared celular de la
Legionella especifica formando una
aglutinacion visible. Esto proporciona un
procedimiento de seleccion rapido y sencillo
de los serotipos predominantes de especies
de Legionella patogenas.’?

Componentes del Equipo

DR801 Reactivo para la prueba de
Legionella pneumophila serogrupo 1
Consiste en particulas de Latex azul
sensibilizadas con anticuerpo de conejo
especifico a antigeno de Legionella
pneumophila serogrupo 1. Cada equipo
contiene suficiente reactivo para 50
pruebas.

DR802 Reactivo para prueba de Legionella
pneumophila serogrupos 2-14
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Consiste en particulas de Latex azul
sensibilizadas con anticuerpo de conejo
reactivo a antigenos de Legionella
serogrupos 2-14. Cada equipo contiene
suficiente reactivo para 50 pruebas.

DR803 Reactivo para prueba de especies
de Legionella

Consiste en particulas de Latex azul
sensibilizadas con anticuerpo de conejo
especifico reactivo a las siguientes especies
y serotipos:

L. longbeachae 1y 2
. bozemanii 1y 2

. dumoffii

. gormanii

. jordanis

. micdadei

. anisa

rrrrr

Cada equipo contiene suficiente reactivo
para 50 pruebas.
DR804 Suspension de Control Positivo

Suspension polivalente de células de
Legionella en tampon. Suficiente para 25
pruebas.
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DR805 Suspension de Control Negativo
Suspension de células de L. spiritensis en
tampodn, no reactivas con los reactivos de
prueba. Suficiente para 25 pruebas.
DR806 Latex Control

Consiste en particulas azules de latex
sensibilizadas con globulina de conejo no
reactiva. Cada equipo contiene reactivo
suficiente para 50 pruebas.

DR807 Suspension Tamp6n
Solucién tampén fosfato salino pH 7,3.

DR500 Tarjetas de Reaccién

Cada equipo contiene 50 tarjetas de
reaccion, desechables.

Folleto de instrucciones.

Material Requerido

El material requerido, pero no suministrado
en el equipo es:

Asa bacteriolégica y mechero.

Solucion salina (0,85%) (Método opcional en
tubo.)

Desinfectante de laboratorio ejem. Solucién
de hipoclorito sédico >1,3% p/v.
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Precauciones
Este producto es exclusivamente para
diagnéstico “in vitro”.
No congelar.

Los reactivos contienen 0,095% de azida
sodica como agente conservante.

La azida sédica puede reaccionar con el
plomo o cobre de las tuberias y producir
azidas metélicas que son explosivas por
contacto detonante. Para prevenir la
acumulacion de azidas en las tuberias dejar
correr abundante agua inmediatamente
después de desecharlas.

Las muestras pueden contener organismos
patégenos, manipular con las debidas
precauciones.

Evitar la formacion de aerosoles,
particularmente cuando se utiliza el “Vortex”.

Conservacion

El equipo debe conservarse a 2-8°C. Bajo
éstas condiciones los reactivos
permaneceran estables hasta la fecha de
caducidad que figura en la caja.
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Procedimiento de Control

Las suspensiones control que se
suministran deben utilizarse cada dia para
controlar el correcto funcionamiento do los
reactivos de latex, antes de realizar las
pruebas rutinarias.

La suspension de control positivo (DR804)
debe mostrar aglutinacion con el reactivo de
latex en un minuto. La suspensién de
control negativo (DR805) no debe mostrar
aglutinacién en un minuto.

No utilizar la prueba si las reacciones con
las suspensiones control son incorrectas.

Notas Importantes al Procedimiento

No permitir que los reactivos se contaminen
por dejar que el goteador toque las
muestras en la tarjeta de reaccion. Asegurar
que los tapones de los reactivos estén
perfectamente cerrados para prevenir la
contaminacion y la desecacion de los
mismos. Tras su uso, retornar el equipo a la
nevera y mantener las botellitas en posicion
vertical.
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Recogida de Muestras y Preparacion

Los aislamientos procedentes de muestras
ambientales y clinicas pueden cultivarse
sobre medios de cultivo para Legionella
selectivos y no selectivos. Esquemas de
aislamiento tipico aparecen en las
referencias 3 y 4. Las especies de
Legionella en medios de aislamiento
primario, tienen requerimientos absolutos de
clorhidrato de L-cistéina. Para asegurar que
un aislamiento es Legionella es necesario
demostrar que no puede crecer sobre
ningln medio que no contenga Clorhidrato
de L-cistéina. Esta confirmacién puede
llevarse a cabo antes o después de emplear
la prueba de latex.

Los siguientes medios pueden utilizarse
para cultivar Legionella antes de realizar la
prueba.

BCYE (CM655 + SR110), BPMAa (CM655
+ SR110 + SR111), MWY (CM655 +
SR110 + SR118), GVPC (CM655 + SR110
+ SR152).

Los cultivos pueden ensayarse en cualquier
estadio del crecimiento, siempre y cuando
las colonias tengan suficiente tamafio. Los
cultivos envejecidos, no obstante, pueden
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producir reacciones filamentosas que
dificultan la interpretacion.

Métodos de Prueba

Hay dos métodos de prueba que pueden
utilizarse. Ambos métodos, directo y en
tubo, conducen a resultados seguros.

(a) Prueba Directa

1.

Permitir que los reactivos de latex
alcancen la temperatura ambiente. Agitar
vigorosamente las suspensiones de latex.
Para mezclar completamente, expeler
cualquier cantidad de latex que haya
quedado en el goteador.

. Dispensar 1 gota de cada reactivo de

latex sobre 4 circulos de la tarjeta de
reaccion. Colocarlas cerca de las
esquinas de los circulos.

. Afiadir 1 gota de la suspensién tamp6n

diluyente en cada uno de los 4 circulos.
Asegurarse que el latex y el tampén no
se mezclan en este punto.

. Por medio de un asa, recoger una

colonia de al menos 1 mm. (utilizar 2 o
mas si las colonias son mas pequefias) y
emulsionarlas cuidadosamente en el
tampon. Para obtener resultados éptimos
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se recomienda una suspension ligera.
Repetir el procedimiento con los otros
reactivos utilizando colonias de aspecto
similar.

. Mezclar los reactivos de latex y las

suspensiones con el asa hasta cubrir
todo el area de reaccion. Flamear el asa.

. Rotar la tarjeta con movimiento circular

suave y observar la posible aglutinacion.
No rotar méas de 1 minuto y no emplear
lupa para leer los resultados.

. Cuando haya finalizado, desechar la

tarjeta en un desinfectante adecuado.

. Tapar las botellitas y llevarlas de nuevo a

la nevera.

(b) Método en Tubo

1.

Permitir que los reactivos de latex
alcancen le temperatura ambiente. Agitar
vigorosamente la suspension de latex.
Para mezclar completamente expeler
cualquier cantidad de latex que haya
quedado en el goteador.

. Etiquetar los tubos y dispensar 0,4 ml. de

solucién salina 0,85% en cada uno.

. Seleccionar con el asa 4-10 colonias de

similar morfologia y emulsionar en la
solucién salina.
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4. Agitar en “Vortex” la suspension celular
durante 5 segundos (Ver seccién
Precauciones).

5. Dispensar 1 gota de cada reactivo de
latex (los 3 reactivos para la prueba de
especies y el reactivo control) en 4
circulos de la tarjeta de reaccion.
Colocarlas cerca del borde del circulo.

6. Por medio de una pipeta Pasteur afiadir
1 gota de la suspensién de células a
cada uno de los 4 circulos y mezclarla
con los reactivos de latex. Extender por
todo el area del circulo.

7. Rotar la tarjeta con movimiento circular
suave y observar la posible aglutinacion.
No rotar més de 1 minuto y no emplear
lupa para leer los resultados.

8. Cuando haya finalizado, deseche la
tarjeta en un desinfectante adecuado.
9. Tapar las botellitas y llevarlas de nuevo a

la nevera.

Lectura e Interpretacion de Resultados
Resultados Positivos

Se considera resultado positivo si hay
aglutinacion de las particulas de latex azul
en menos de 1 minuto y no aglutinacién en
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el control. La reaccién positiva indica que
los antigenos de ese serogrupo de especie
de Legionella se han detectado en la
muestra.

Resultados Negativos

Se considera resultado negativo si no
aparece aglutinacion y las particulas de
latex permanecen en suspension en el
circulo tras 1 minuto.

Resultados Ininterpretables

El ensayo se considera ininterpretable si el
reactivo control muestra aglutinacién. Esto
indica que el cultivo es autoaglutinable.

Reacciones Granulares o Filamentosas
Ocasionalmente pueden observarse
reacciones granulares o filamentosas debido
a la naturaleza particularizada del material a
ensayar. Cuando tales reacciones aparecen
deben ser interpretadas utilizando los
siguientes criterios:

El resultado es negativo cuando hay un
sensible aclaramiento del fondo azul en el
reactivo de prueba.

El resultado es negativo cuando no hay un
sensible aclaramiento del fondo azul en los
reactivos de prueba.
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Limitaciones

1. La prueba de aglutinacion de latex se
considera un diagnéstico presuntivo.
Confirmar los resultados positivos
mediante pruebas bioquimicas.

2. Una prueba de aglutinacion de latex
negativa no significa que el cultivo no sea
una especie de Legionella. Unicamente
indica que el cultivo no es Legionella
pneumophila serogrupos 1 al 14. L.
longbeachae 1y 2, L. bozemanii 1y 2,

L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis,
L. micdadei ni L. anisa.®

3. Puede darse reaccién cruzada entre
L. pneumophila serogrupo 1y 9 debido a
antigenos de grupos comunes. Si el
cultivo da aglutinacion con el reactivo de
L. pneumophila serogrupo 1y con el
2-14, debe sospecharse reaccion
cruzada.

4. Se ha informado que ocasionalmente
puede darse reaccion cruzada con el
Reactivo de Prueba para Especies de
Legionella y ciertos serotipos de otras
Legionella (ejem. L. parisiensis, L.
sainthelensi, L. steigerwaltii, L.
wadsworthii, L. santicrucis, L tusconensis,
L. gratiana, L. cincinatiensis.)
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5. La prueba esté disefiada para diferenciar
entre las diferentes especies y serotipos
de Legionella. Debe confirmarse que los
cultivos son bacilos Gram-negativos que
no crecen en medios deficientes en
cistéina.

Caracteristicas de Funcionamiento

Los reactivos del equipo de Aglutinacion
Oxoid de Legionella. Se han ensayado para
reactividad cruzada frente al panel de
organismos que se lista a continuacion. No
se ha observado reactividad cruzada con
ninguno de los siguientes organismos:

cherri

. birminghamensis

. rubrilucens
maceachernii
oakridgensis

erythra

feelei

. fairfieldensis

. brunensis

. spiritensis
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas aeruginosa

il il

30



Aeromonas hydrophila
L. hackeliae

L. israeliensis

L. jamestowniensis

L. quinlivanii

L. moravica
Stenotrophomonas maltophilia
Bacillus subtilis
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Serratia marcescens

Oxoid Legionella Latex Test ha sido
evaluada en ensayos clinicos y laboratorios
ambientales. Se han probado un total 40
aislamientos clinicos y 279 aislamientos
ambientales, cubriendo Legionella
pneumophila serogrupos 1-14 y Legionella
no pneumophila. Cada aislamiento fué
confirmado por serologia.

Las caracteristicas de funcionamiento del
equip de Oxoid fueron también ensayadas
frente a otros equipos de aglutinacion de
latex para Legionella disponibles
comercialmente. Los resultados del ensayo
se resumen a continuacion.”
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Oxoid | Equipo Latex/
Legionella | Serologia
Numero %
Legionella pneumophila
serogrupo 1 59/59 100
Legionella pneumophila
serogrupos 2-14 136/136 100
Otras Legionellas
incluidas en el equipo 51/54 94,4
Otras Legionellas no
incluidas en el equipo 60/60 100
Otros organismos 10/10 100

La sensibilidad en conjunto del Equipo de Latex
Legionella de Oxoid fué de 99%.
La especificidad en conjunto del Equipo de Latex
Legionella de Oxoid fué de 100%.

ATENCION: Este producto contiene de azida
sodica. Nocivo por ingestién.
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