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PROLEX™ STREPTOCOCCAL-SELECT
GROUPING LATEX KIT

(para uso en Diagndstico in vitro)

CODIGO DE PRODUCTO PL.041 (60 Test)

USO PROPUESTO

El kit Prolex™ Streptococcal-Select Grouping Latex Kit proporciona un méto-
do rapido para la identificacion serolégica de los grupos A,B,C, D, F y G de los
grupos de Lancefield de los estreptococos en crecimiento en placas de agar.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los estudios clinicos, epidemiolégicos y microbiolégicos han mostrado
concluyentemente que el diagnostico de las infecciones estreptococicas
basadas en sintomas clinicos siempre requieren verificacion microbiolégica
(4). Los estreptococos beta-hemoliticos son los patégenos humanos mas
frecuentemente aislados entre los representativos del género Streptoccocus.
Casi todos los Streptococci beta-hemoliticos poseen carbohidratos antigenos
especificos (antigenos de grupo estreptococales). Lancefield mostré que
esos antigenos pueden se pueden extraer en forma soluble e identificar por
reacciones de precipitacion con antisueros homdélogos. Actualmente estan
en uso diferentes procedimientos de extraccion de los antigenos estrep-
tocdécicos (1,2,6,7,10,11). El kit Prolex™ Streptococcal-Select Grouping Latex
Kit se basa en la liberacion de los antigenos especificos de las paredes celu-
lares de las bacterias, por extraccion modificada de acido nitroso. La extrac-
cién de los antigenos, en conjuncién con la aglutinacion de latex, ofrece un
método rapido, sensible y especifico para la identificacion de los grupos
estreptocdcicos A, B, C, D, F y G de cultivos primarios en placa de agar.

PRINCIPIO DEL TEST

El método de identificacion del kit Prolex™ Streptococcal Grouping Latex
Kit incluye la extraccion quimica de los carbohidratos antigenos especificos,
usando reactivos especialmente desarrollados para la extraccion con acido
nitroso. Los reactivos de extraccién 1y 2 suministrados en el kit contienen
sustancias quimicas capaces de extraer a temperatura ambiente los anti-
genos estreptococicos especificos de grupo. El reactivo de extraccion 3
contiene una solucién neutralizante. Los extractos neutralizados pueden ser
identificados facilmente usando particulas de latex azul sensibilizadas con
inmunoglobulinas purificadas de conejo especificas para cada grupo. Estas
particulas de latex azul aglutinan fuertemente en presencia del antigeno
homélogo y no aglutinarén cuando el antigeno homdlogo esta ausente.

REACTIVOS

Cada kit es suficiente para 60 tests de identificacién de grupos estreptocéci-
cos. Los materiales son suministrados listos para su uso.

Componentes del kit

Reactivo de Extraccion 1 PL.037
Reactivo de Extraccion 2 PL.038
Reactivo de Extraccion 3 PL.039
Control Positivo Polivalente PL.040
Palillos de mezcla PL.091
Tarjetas desechables para el test PL.092-48

Control Positivo Polivalente ("Polyvalent Positive Control"): Un vial que con-
tiene 2 ml de antigenos polivalentes listos para su uso, extraidos de estrep-
tococos inactivados de los grupos A, B,C, D, F y G de Lancefield. Las cepas
para la preparacion de los antigenos son cepas ATCC listadas en la seccion
"MATERIALES PRECISADOS PERO NO SUMINISTRADOS".

Reactivo de Extraccién 1: Un vial gotero que contiene 3,2 ml de reactivo de
extraccion 1 con 0,098% de azida sédica como preservante.

Reactivo de Extraccién 2: Un vial gotero que contiene 3,2 ml de reactivo de
extraccion 2.

Reactivo de Extraccién 3: Dos viales goteros que contienen 8 ml cada uno de
reactivo de extracciéon 3 con 0,098% de azida sédica como preservante.

Componentes adicionales - Los clientes seleccionan seis viales de
suspension de latex para acompaiiar el Prolex™ Streptococcal-Select
Grouping Latex Kit:

Suspension de latex azul del Grupo A PL.031
Suspension de latex azul del Grupo B PL.032
Suspension de latex azul del Grupo C PL.033
Suspensidn de latex azul del Grupo D PL.034
Suspension de latex azul del Grupo F PL.035
Suspensidn de latex azul del Grupo G PL.036

Suspensiones de Latex: Cada vial contiene 3,0 ml de particulas de latex azul
recubiertas de anticuerpos purificados de conejo anti antigenos estrep-
tocoécicos del Grupo A, Grupo B, Grupo C, Grupo D, Grupo F o Grupo G. Las
particulas de latex azul estan suspendidas en tampdn de pH 7,4 que contiene
0,098% de azida sédica como preservante.

PRECAUCIONES

1. No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad mostrada en
la etiqueta del producto.

2. Algunos reactivos contienen azida sédica como preservante. La
azida sédica puede reaccionar explosivamente con el cobre y el plomo,
si se producen acumulaciones. Aunque la cantidad de azida sodica en
los reactivos es minima, debe utilizarse una gran cantidad de agua
cuando se eliminen los restos de reactivos por el desagte.

3. Los reactivos de extracciénAcontienen un agente cdustico. En caso
de contacto con la piel, lavar inmediatamente la zona con jabén y
grandes cantidades de agua. En caso de contacto con los ojos, enjuague
de inmediato con agua abundante (al menos durante 15 min.)

4. Se deben tomar medidas de seguridad como si un organismo patégeno

estuviera presente, cuando se manipulen, procesen y eliminen todas

las muestras clinicas.

Este kit esta destinado para un uso exclusivo en diagnéstico in vitro.

6. Para obtener resultados validos deben seguirse los procedimientos,
condiciones de conservacion, precauciones y limitaciones especificadas
en estas instrucciones de uso.
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ESTABILIDAD Y CONSERVACION

Todos los componentes del kit deben ser conservados a 2-8 °C. No congelar.
Los reactivos conservados en estas condiciones seran estables hasta la fecha
de caducidad mostrada en la etiqueta del producto.

RECOLECCION DE LA MUESTRA Y PREPARACION DE LOS CULTIVOS

En general, debe utilizarse un cultivo fresco (18-24 horas) de agar sangre
(5% de sangre de cordero) con un aislamiento Gram positivo, de colonias de
estreptococos beta-hemoliticos. Procedimientos especificos de recolecciéon
de muestras y preparacion de cultivos primarios, pueden ser consultados en
un manual general de microbiologia.

Se precisan de una a cuatro colonias para la identificacion de los grupos; sin.
embargo, si las colonias son diminutas, debe usarse un nimero mayor de
colonias (hasta completar un asa bacterioldgica).

MATERIALES SUMINISTRADOS

Control positivo polivalente ("Polyvalent positive control”) que contiene un
extracto polivalente que presenta los antigenos de los grupos estrep
tocécicos A, B,C,D,FyG.

Reactivos de Extraccion ("Extraction Reagents”) 1,2 y 3.

Tarjetas desechables con 10 circulos de reaccién.

Palillos de mezcla desechables.

Segun lo solicitado: Suspensiones de latex azul para cada grupo de estrepto-
cocos Grupo A, Grupo B, Grupo C, Grupo D, Grupo F y Grupo G.

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS
Asas bacterioldgicas, pipetas Pasteur, tubos de vidrio borosilicato de 12 x 75
mm, reloj.

Las siguientes cepas ATCC se recomiendan para su uso en control de calidad:
Streptococcus pyogenes grupo A (ATCC# 19615),

Streptococcus sp.grupo B (ATCC# 12386),

Streptococcus sp.grupo C (ATCC# 12388),

Enterococcus faecalis grupo D (ATCC# 19433),

Streptococcus sp.Tipo 2, grupo F (ATCC# 12392),

Streptococcus sp.grupo G (ATCC# 12394)

PROTOCOLO DEL TEST

Todos los componentes deben estar a temperatura ambiente (20-28 °C)

antes de su uso

1. Etiquetar un tubo de vidrio para cada muestra.

2. Dispensar 1 gota de Reactivo de Extraccion 1 ("Extraction Reagent 1") a
cada tubo.

3. Seleccionar de 1 a 4 colonias beta-hemoliticas con un asa bacteriolégica
desechable y suspenderlas en el Reactivo de Extraccién 1.Si las colo
nias son diminutas, tomar varias colonias bien aisladas y suspenderlas
hasta que el Reactivo de Extraccidon 1 aparezca como una solucion tur-
bia. En todos los casos las colonias estreptocdcicas deben ser tomadas
de un drea con minima cantidad de contaminacion.

4. Dispensar 1 gota de Reactivo de Extraccién 2 ("Extraction Reagent 2") a
cada tubo.

5. Mezclar la reacciéon en cada tubo golpeando suavemente con los dedos
durante 5-10 segundos.

6. Dispensar 5 gotas de Reactivo de Extracciéon 3 ("Extraction Reagent 3")
a cada tubo. Mezclar la reaccion en cada tubo como en el paso 5.

7. Dispensar 1 gota de cada suspension de latex azul bien homogeneiza
do, en circulos separados de la tarjeta del test.

8. Usando una pipeta Pasteur, colocar una gota del extracto de la muestra
analizada cerca de cada gota de latex azul, en cada circulo de reaccion
de la tarjeta del test.

9. Mezclar la gota de latex azul y la gota del extracto de la muestra, con
un palillo de mezcla desechable, extendiendo la mezcla por toda la
superficie del circulo de reaccién. Debe utilizarse un palillo de mezcla
nuevo con cada latex y en cada circulo de reaccién.

10. Balancear suavemente la tarjeta del test, permitiendo que la mezcla

fluya lentamente sobre la superficie entera del circulo de reaccion.

. Observar la aparicién de aglutinacion al cabo de 1 minuto, bajo condi

ciones normales de iluminacion.

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

Los procedimientos rutinarios de control de calidad de cada lote Prolex™,
incluyen ensayos de los componentes del kit (suspensiones de latex azul,
control positivo polivalente y reactivos de extraccién) con extractos de cada
grupo de estreptococos A, B,C, D, F y G, utilizando las cepas ATCC listadas en
la seccion "MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS". Ademas,
cada suspension de latex azul es ensayada para comprobar la ausencia

de reacciones cruzadas con extractos de los siguientes microorganismos
ATCC: Escherichia coli ( ATCC #25922), Klebsiella pneumoniae ( ATCC #13883),
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Staphylococcus aureus (ATCC #25923) y Haemophilus influenza tipo b (ATCC
#10211). Sin embargo, se recomiendan los siguientes procedimientos para
comprobar el buen funcionamiento de los reactivos:

1.

El control positivo es usado para comprobar el funcionamiento de cada
latex azul individual. El reactivo de latex azul debe mostrar una
aglutinacion evidente con el control positivo del kit. Este control posi-
tivo polivalente no debe usarse para comprobar la especificidad de los
reactivos de latex azul, ni para asegurar que los pasos de la extraccion
se han efectuado bien y que han funcionado correctamente.

El extracto de una cepa conocida debe aglutinar con los reactivos de
latex azul homologos. Consultar la lista de cepas de referencia ATCC
recomendadas para este uso en la seccion "MATERIALES REQUERI

DOS PERO NO SUMINISTRADOS".

Como prueba de ausencia de autoaglutinacion, los reactivos de latex
azul no deben mostrar aglutinaciéon cuando son mezclados con solu-
cién salina normal.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Resultado positivo: La aparicion de una aglutinacion significativamente
fuerte y rapida, de las particulas de latex azul de un Unico reactivo de latex,
sélo en un circulo de reaccion, indica la identificacién especifica del aisla-
miento de estreptococos. Una débil reaccidn con un Unico reactivo de latex
azul se debe repetir usando un inéculo més duro. El repetido test se con-
sidera positivo si tiene lugar una aglutinacién con sélo uno de los reactivos
de latex azul. La figura 1 presenta un esquema sugerido para la determi-
nacion del grupo de los estreptococos.

Resultado negativo: No aparece una aglutinacién visible de las particulas
de latex azul con ninguno de los reactivos de latex del kit, en ninguno de los
circulos de reaccion.

LIMITACION DEL PROCEDIMIENTO

1.

2.

Resultados falsos negativos y falsos positivos pueden aparecer si se
usan cantidades insuficientes de cultivo o de reactivos de extraccion.
Este kit esta destinado a la identificacion de estreptococos beta-
hemoliticos. Si se identifican estreptococos alfa-hemoliticos, o no
hemoliticos, la identificacion debe ser confirmada por test bioquimicos
(5,9). (Consultar el esquema sugerido para la identificacion de los gru
pos de estreptococos).

Reacciones positivas falsas se han observado con organismos de
géneros no relacionados, como Escherichia coli, Klebsiella o
Pseudomonas (3,8). Estas reacciones parecen aglutinaciones inespecifi
cas con todos los reactivos de latex.

Algunas cepas de estreptococos de Grupo D han mostrado reacciones
cruzadas con el antisuero del Grupo G; estas cepas pueden ser confir-
madas como Grupo D con el test bilis-esculina.

Enterococos pueden ser diferenciados de los estreptococos del Grupo D
por test bioquimicos.

Listeria monocytogenes puede reaccionar con el Grupo B y/o reactivos
de latex G Streptococcal, ya que L. monocytogenes muestra un antigeno
similar a los estreptococos de los Grupos By G. El test de catalasia se
ha de realizar para distinguir entre Listeria, que es catalasia positiva y
estreptococos que son catalasias negativas. La tincion de Gramy los
test de motilidad pueden realizarse como ayudas adicionales para la
diferenciacion.

CARACTERISTICAS DE FIABILIDAD
A. Estudios de reacciones cruzadas:

El kit Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit ha sido ensayado para
comprobar la posible reactividad cruzada, usando 33 cepas de referen-
cia ATCC. El kit identifico correctamente todos los estreptococos de
los grupos de Lancefield A, B,C,D,F y G (N=16). No se observé
ninguna reaccién cruzada durante los test con otras cepas de estrepto
cocos (n=7) ni durante los test con otros organismos no estreptococos
(n=10).

B. Estudios de fiabilidad clinica:

1.

La fiabilidad del kit Prolex™ Streptococcal Grouping Latex Kit ha sido
evaluada en un estudio de un Centro Microbioldgico de Oxford,
Inglaterra (datos en archivo de Pro-Lab Inc., Richmond Hill, Ontario,
Canada). En este estudio se ensayaron 468 cultivos primarios con el kit
Prolex™ y un kit alternativo para la identificacion del grupo de estrep-
tococos. La coincidencia global entre los dos kits después del ensayo
inicial apareci6 en 452 de los 468 aislamientos ensayados (96,6 %). Los
resultados anémalos (n=16; todos de colonias diminutas) fueron repeti-
dos usando un inéculo mayor. Trece de los 16 resultados anémalos-
coincidieron después de repetir el test, obteniéndose 1 grupo A, 2
grupo B, 3 grupo D, 1 grupo F, 5 grupo Gy 1 cepa de grupo no

definible. Dos de los tres aislamientos con identificacién discrepante
fueron posteriormente identificados como cepas no beta-hemoliticas.
El tercer aislamiento con identificacion discrepante fue identificado
como grupo D con el kit Prolex™ y como estreptococo de grupo no
identificable con el kit alternativo. Después, esta cepa mostré también
un resultado positivo como estreptococo de grupo D con el kit alterna-
tivo, realizando el ensayo a partir de un subcultivo. La concordancia
global entre el kit Prolex™ y el kit alternativo para la identificacion del
grupo de estreptococos, después de repetir el test de los resultados
anoémalos, se observo en 463 de los 468 aislamientos ensayados (99,4%).
Los 460 aislamientos usados en este estudio incluyeron 127 estreptoco-
cos de grupo A, 93 de grupo B, 30 de grupo C, 28 de grupo D, 8 de
grupo F, 107 de grupo Gy 75 cepas de grupo no definible.

Se ha realizado un segundo estudio de fiabilidad en un Centro de
Salud de Ontario, Canada. En este estudio se incluyeron 111 cultivos
primarios (110 ensayados, 1 inadecuado). Todas las cepas fueron origi-
nalmente identificadas por reacciones de precipitacion de Lancefield.
Todos los grupos D fueron posteriormente confirmados usando proto-
colos de analisis BE (bilis-esculina) y PYR (pirrolidonil aminopepti-
dasa). Los cultivos primarios fueron ensayados en paralelo usando el
kit Prolex™ Streptococcal Grouping Kit y un kit alternativo para la
identificacion del grupo de estreptococos. En este estudio, la concor-
dancia global entre el kit Prolex™ y los resultados de precipitacion de
Lancefield se mostr6 en 109 de los 110 aislamientos ensayados (99%),
mientras que la concordancia global entre el kit alternativo y los resul-
tados de Lancefield, aparecié en 106 de los 110 aislamientos ensayados
(96,3%). Los 110 aislamientos primarios ensayados en este estudio
incluyeron 15 de grupo A, 40 de grupo B, 13 de grupo C, 4 de grupo D,
11 de grupo F, 12 de grupo G y 15 de cepas de grupo no definible.
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Figura 1 ESQUEMA SUGERIDO PARA IDENTIFICAR EL GRUPO

DE ESTREPTOCOS

Colonias Gram positivas frescas (18-24 h.) aisladas en agar sangre
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* Algunas cepas de Grupo D han mostrado reaccién cruzada con antisuero

de Grupo G.
[Harvey, C.L.and Mclimurray, M.B (1984) Eur.J. Clinical Microbiol,10,641].
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= Dispositivo para diagndstico médico In vitro
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= Consultar las instrucciones de uso
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Las instrucciones de uso se tradujeron de manera profesional del inglés.
En caso de ambigliedad o discrepancia evidente, por favor, dirijase al
servicio de atencion al cliente de Pro-Lab.
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