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LEGIONELLA PNEUMOPHILA SEROGRUPOS 1 a 14
KIT DE FLUORESCENCIA

(para uso en Diagndstico in vitro)

CODIGO DE PRODUCTO PL.242 (50 Test)

USO PROPUESTO

Los reactivos con anticuerpos para fluorescencia directa se usan para identificacion
presuntiva (seroldgica) de Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 de los aislamientos
cultivados 12

RESUMEN Y EXPLICACION
Las técnicas disponibles mas utilizadas para la identificacion en laboratorio de los aisla-

mientos de Legionella, son los métodos seroldgicos que se basan en antisueros de conejos

hiperinmunizados, que contienen anticuerpos dirigidos contra el lipopolisacarido somati-
co o antigeno "0"3.Sin embargo, muchas especies y serogrupos de Legionella tienen
antigenos en comun?, detectandose reacciones cruzadas cuando se utilizan anticuerpos
policlonales para la identificacion?. El kit Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 DFA
utiliza anticuerpos monoclonales marcados con FITC que ofrecen una alta sensibilidad y
una identificacion especifica de Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14.

Legionella puede ser cultivada a partir de una variedad de muestras clinicass y el test de
fluorescencia directa (DFA) puede ser usado para identificar Legionella en esos cultivos.
Aunque el test DFA es sensible y altamente especifico, el diagndstico deberia ser confir-
mado por métodos bioquimicos siempre que sea posible 567,

PRINCIPIO DEL TEST

El test de fluorescencia directa es uno de los procedimientos de inmunofluorescencia
mas rapidos y sencillos. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos de
Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 son conjugados con el fluorocromo isotiocian-
ato de fluoresceina (FITC) para formar un anticuerpo reactivo marcado con FITC.

Los aislamientos que seran ensayados se fijan a un portaobjetos y se recubren con el

anticuerpo monoclonal reactivo. El anticuerpo marcado con FITC se unird especificamente

a cualquier antigeno de Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 presentes en el ais-
lamiento. Si no hay presente ningun antigeno de Legionella pneumophila serogrupo 1, el
anticuerpo reactivo no se unira y serd eliminado en la fase de lavado.

El complejo antigeno-anticuerpo marcado con FITC se detecta exponiendo el portaob-
jetos a la luz ultravioleta o azul. La excitacién con luz ultravioleta o azul provoca la fluo-
rescencia de FITC en longitudes de onda mas largas (visible) produciendo un color verde
azulado o verde amarillento. En estas condiciones, las células de Legionella apareceran
como bacilos brillantes verde amarillentos.

REACTIVOS Y MATERIALES DISPONIBLES

1. PL.313 Reactivo Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 DFA (anticuerpos mono
clonales de ratén, marcados con FITC).
Los anticuerpos monoclonales son preparados en raton contra Legionella pneu-
mophila serogrupos 1 a 14 y son conjugados con FITC. Los anticuerpos mono
clonales conjugados con FITC se suministran listos para su uso. Isotiocianato de
rodamina (un fluorocromo que produce fluorescencia a una longitud de onda dis
tinta a FITC) conjugado con anticuerpos normales esta presente en el reactivo como
tincion de contraste? y se incluye un 0,1% de azida sodica como preservante. El
reactivo DFA se presenta en viales de 0,5 ml.

. PL.314 Control positivo de antigeno Legionella pneumophila.
El cultivo de Legionella pneumophila en un medio definido, es lisado y hervido para
producir un control positivo de antigeno. El control positivo se presenta en viales
de 1,0 ml.

. PL.311 Control negativo de antigeno - Legionella non pneumophila.

El cultivo efectuado en un medio definido es lisado y hervido para producir un con

trol negativo de antigeno. El control negativo se presenta en viales de 1,0 ml.

PL.316 Medio de montaje

El medio de montaje es tamponado a pH 8,4-8,6. Contiene glicerol y un agente para

retardar el fotoblanqueo causado por la luz ultravioleta. Se suministra listo para el

uso. Se presenta en viales de 5,0 ml.
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PRECAUCIONES

1. Los reactivos son para USO ESCLUSIVO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

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

3.Los reactivos del conjugado y del antigeno contienen 0,1% de azida sédicaAASi se
permite acumular la azida sédica puede reaccionar explosivamente con plomo y
cobre. Aunque la cantidad de azida sodica en los reactivos es minima, debe uti
lizarse una gran cantidad de agua cuando se eliminen los restos de reactivos por el
desagtie.

4.Las muestras de los pacientes y los aislamientos cultivados deben considerarse como
potencialmente infecciosos y deben tomarse las precauciones adecuadas para la
manipulacién de productos de riesgo microbiolégico.

5.Los portaobjetos deben procesarse individualmente evitando la contaminacion
cruzada con los reactivos de tincion.

6.Nunca se debe secar el reactivo de tincion en el portaobjetos durante el procedimien
to de tincion.

7.La interpretacion de los resultados requiere personal con experiencia en microscopia
de fluorescencia y en procedimientos de fluorescencia directa con anticuerpos.

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

CONSERVACION

Reactivo conjugado anticuerpo-FITC:

Conservar a 2° - 82 C en la oscuridad. El conjugado es estable hasta la fecha de caducidad
mostrada en la etiqueta. No congelar.

Control negativo:
Conservar a 2° - 82 C. El control negativo es estable hasta la fecha de caducidad mostrada
en la etiqueta. No congelar.

Control positivo:
Conservar a 2° - 82 C. El control positivo de antigeno es estable hasta la fecha de caduci-
dad mostrada en la etiqueta. No congelar.

Medio de montaje:
Conservar a 2° - 8 ° C.El medio de montaje es estable hasta la fecha de caducidad mostra-
da en la etiqueta.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA
1.Coleccion y Cultivo:

Las muestras clinicas apropiadas deben recolectarse usando procedimientos médicos
estandar. Las muestras deben ser cultivadas tan pronto como sea posible después de la
recoleccion, usando procedimientos aceptados para Legionella (ver ejemplos en la refer-
encia’). Legionella usualmente requerird al menos 48 horas para que su crecimiento sea
detectable, aunque puede necesitar hasta 10 dias si el aislamiento estd contaminado con
otros microorganismos, o el paciente ha recibido antibiéticoss.

2.Preparacion de las extensions del cultivo:
PROCESAR EN CABINA DE SEGURIDAD BIOLOGICA

a.Preparar un suspension fuerte (McFarland No.9) de colonias cultivadas sospe
chosas de ser Legionella, en PBS 1%. .

b. Preparar extensiones con la suspensién en portaobjetos con dos o méas anillos de
reaccion.

c.Secar al aire y calentar suavemente.

d. Fijar la extension con formalina neutra al 10% durante 15 minutos.

e.Secary lavar con agua destilada, a continuacion dejar secar al aire los
portaobjetos.

3. Preparacion de las Extensiones del Control de Antigeno:
Cada grupo de aislamientos cultivados ensayado debe incluir extensiones del control
positivo de antigeno (PL.314) y del control negativo de antigeno (PL.311). Prepare
las extensions segun el paso 2.

MATERIAL SUMINISTRADO
Se suministran los reactivos descritos en el apartado Reactivos y materiales disponibles

MATERIALES PRECISADOS PERO NO SUMINISTRADOS

1.Cabina de seguridad bioldgica.

2.Mechero Bunsen.

3. Portaobjetos limpios adecuados para la microscopia de fluorescencia.
4. Cubreobjetos.

5. Aceite de inmersion.

6. Medio tamponado Carbén Extracto de Levadura (BCYE).

7.Estufa microbioldgica (35°-37° C).

8. Asas de siembra.

9.Cémara humeda.

10.Agua destilada estéril.

11.Placas de petri estériles.

12.Formalina neutra (10%)

13. Microscopio de fluorescencia (de luz transmitida o incidente).
Microscopio fluorescente monocular o binocular con 40x y100x (inmersion de
aceite) objetivos y el siguiente equipo (o equivalente):

lluminacién transmitida

- Condensador de campo oscuro

- Lampara de mercurio de ultra-alta presion de 200W, [ampara de xenén de alta pre
sion de 105W o lampara halégena de tungsteno de 100W.

- Filtro de absorcion caliente KG 1 6 B1/K2. Filtro de supresion rojo BG 38 o BG 23.
Filtro excitador K 4 90 6 2 x KP 490.Filtro de barrera K510 6 K515.

lluminacién incidente

- Lampara de mercurio de ultra-alta presion de 50W, 100W 6 200W, ldmpara de
xenén de alta presién de 75W 6 150W, o lampara halégena de tungsteno de 50W 6
TO0W.

- Filtro de absorcion caliente KG 1 6 B1/K2.Filtro de supresion rojo BG 38 o BG 23.
Filtro excitador KP 490 o 2 x KP 490
Espejo dicrénico separador de haces TK 510, y filtro de barrera K510 6 K515.

Las lamparas halégenas de tungsteno no siempre pueden ser usadas con éxito en

microscopios binoculares para la iluminacién transmitida o incidente.

14.Tampdn PBS (0.01 M). Puede ser comprado a Pro-Lab con el cédigo PL.212 PBS
(concentrado 10X). Se suministran 100 ml de concentrado 10X. Para diluir 1 volu
men de tampodn concentrado con 9 volimenes de agua destilada para producir PBS
pH7,5-7,7.

PROCEDIMEINTO DEL TEST

1. Depositar el reactivo DFA Legionella pneumophila serogrupos 1 a 14 (anticuerpo
monoclonal conjugado con FITC) sobre portaobjetos. Debe cubrirse con el reactivo
conjugado toda la superficie de la extension de la muestra en el portaobjetos.

2. Depositar los portaobjetos en una cdmara humeda e incubar a 37° C de 20 a 30 minu
tos.

3. Lavar suavemente los portaobjetos individualmente con PBS, para eliminar los con
jugados.

4. Lavar los portaobjetos con agua destilada y dejar secar al aire. Después del secado,
los portaobjetos deberan ser montados y examinados sin retraso. Los portaobjetos
que no puedan ser revisados inmediatamente, pueden ser conservados en la oscuri
dad durante 24 horas como méximo.

5. Ahadir 4 6 5 gotas de medio de montaje al portaobjetos y cubrir la extension de la

muestra con un cubreobjetos.

6.Examinar los portaobjetos con un microscopio de fluorescencia, inicialmente con un
objetivo de poco aumento (aprox. 40 x). Si se observan bacilos fluorescentes, exami
nar con un objetivo de inmersion en aceite de gran aumento (100 x) para confirmar la
fluorescencia.

CONTROL DE CALIDAD

Cada test debe hacerse ensayando también el control positivo y en control negativo

de antigeno. Para validar el test deben cumplirse todos los criterios especificados en la
siguiente seccién de "Interpretacion de resultados 1a, 1b y 1c¢". Si alguno de estos criterios
no se cumple, el test no es valido y no debe informarse.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
1.Los siguientes criterios deben cumplirse para validar el test.

a.Para considerarse como positiva, la tincion debe ser al menos 3+ con la morfologia
tipica de los bacilos.

4+ = tincion de la pared celular verde amarillento brillante.

3+ =tincion de la pared celular verde-amarillento fuerte.

2+ =tincion de la pared celular verde amarillento. Pared celular no bien
definida.

1+ = tincién de la célula verde amarillenta tenue y difusa.

b. El conjugado reactivo DFA usado en el test debe producir una tincién 3+
a 4+ con el Control Positivo de Antigeno.

c.El Control Negativo de Antigeno no debe reaccionar con el reactivo con
jugado DFA.
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del test como se indica a continuacions.

o

. Bacilos fluorescentes brillantes (3+ 6 mas fuerte):informar como ensayo de fluores
cencia positivo.

Bacilos fluorescentes no brillantes: informar como ensayo de fluorescencia
negativo.

o

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1.El test de fluorescencia directa (DFA) es presuntivo para identificacion de Legionella
pneumophila serogrupos 1 a 14.Un resultado positivo deberia ser confirmado por
requerimientos de crecimiento en cultivo y técnicas bioquimicas para bacterias del
género Legionella.

2.Un resultado negativo del test de fluorescencia directa (DFA) no excluye la presencia

de otras especies de Legionella distintas a las que el aislamiento ha sido ensayado.

3. Cultivos mixtos conteniendo especies o serogrupos de Legionella distintos a los del
aislamiento que ha sido ensayado, con un pequefio nimero de Legionella pneu-
mophila serogrupos 1 a 14, pueden dar también resultados negativos del test, si la
cantidad de éstas ultimas es muy pequefa. El empleo de aislamientos derivados de
colonias individuales puede reducir la probabilidad de esta incidencia.

4.No se ha establecido el uso de estos reactivos directamente con muestras de
pacientes o de preparaciones distintas a los aislamientos clinicos cultivados.
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. Si se cumplen todos los criterios de validacion de la seccion 1, evaluar los resultados

= Fabricante

= Representante Autorizado en la Comunidad
Europea

Contiene suficiente para (n) test
= Dispositivo para diagnéstico médico In vitro

= Limite de temparatura

B~F< § L

= Consultar las instrucciones de uso

Las instrucciones de uso se tradujeron de manera profesional del inglés. En caso de
ambigtiedad o discrepancia evidente, por favor, dirijase al servicio de atencién al cliente

de Pro-Lab.

Revision: 2003 12



