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M-IDENT®-LEGIONELLA-LATEX
Meétodo de latex para la deteccidn de
Legionella pneumophila serogrupos 1-15
previo cultivo selectivo

32 generacion: incluye Legionella spp.

Legionella pneumophila ha sido descrita como la principal causante tanto
de la pneumonia (Enfermedad del legionario) como de la fiebre de Pontiac.
(1,2).

Las especies de Legionella sélo crecen en medios que contengan L-cisteina
hidrocloruro y pirofosfato férrico (CYS+)(3). Aun en medios suplementados, la
Legionella crece despacio (2-14 dias), por lo que puede ser sobrepasada en el
cultivo mixto por otras bacterias de crecimiento mas rapido (4). El extracto de
levadura con carbén vegetal (BCYE CYS-) suele usarse como medio bésico, al
que se le afaden varios suplementos segun el uso sea clinico o ambiental
(GVPC).

Los bacilos gram negativos que crecen en un medio BCYE CYS+ pero no en
un BCYE CYS- son presumiblemente especies de Legionella (3). Sin embargo
otros organismos pueden crecer en cualquiera de los dos medios y por tanto el
BCYE CYS+ no es un medio completamente especifico para el crecimiento de
Legionella. Por tanto es necesario un test sensible y especifico para la
identificacion rapida de los aislamientos de Legionella.

Fundamento del test:

M-Ident Legionella latex permite la identificacion por separado de los
serogrupos 1y 2-15 de L.pneumophila y tambiéen de Legionella spp., mediante 3
latex separados, uno para el serogrupo 1, otro para los serogrupos 2 al 15 (notese
que el serogrupo 15 es nuevo y también se incluye, y el 16 también porque
tedricamente reacciona como el 6) y otro para Legionella spp.

Las células de Legionella tienen multiples antigenos de superficie que
provocan la formacion de anticuerpos cuando células enteras son inyectadas en
conejos. Los antigenos responsables de cada serogrupo se considera que son
lipopolisacaridos, parecidos a los antigenos "O™ de otros bacilos gram negativos.
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El antisuero se hace especifico al absorberlo con cepas que tienen reacciones
cruzadas.

Las particulas de latex estan sensibilizadas con estos anticuerpos de conejo
producidos contra L.pneumophila serogrupo 1, con anticuerpos producidos
contra L.pneumophila serogrupos 2-15 y con anticuerpos contra Legionella spp.
Cuando estas particulas de latex se mezclan con una suspension que contiene
antigenos de L.pneumophila, o de Legionella spp., se produce una reaccion
inmunoquimica que causa la aglutinacién de las particulas de latex en agregados
facilmente visibles a simple vista. El reactivo de latex cubierto con anticuerpos
del serogrupo 1 sélo aglutinard en presencia de antigenos del serogrupo 1, al
igual que el reactivo de latex recubierto con anticuerpos de los serogrupos 2-15
solo aglutinara con antigenos de uno de estos serogrupos y el reactivo de latex
recubierto con anticuerpos de Legionella spp. s6lo aglutinara con antigenos de
otras especies de Legionella que no son L.pneumophila, en concreto:
L.micdadei, L.bozemanii 1, L.bozemanii 2, L.dumoffi, L.longbeachae 1,
L.longbeachae 2, L.jordanis, L.gormanii, L.anisa y L.feelei. También pueden
dar resultados positivos L.sainthelensi 1, L.erythra, l.hacklaie 1y L.tucsonensis.

Kit para 50 determinaciones (Referencia KMB301):

@® Reactivo de latex 1: particulas de latex recubiertas de anticuerpos de
L.pneumophila serogrupo 1. 0,099% azida como conservante: 2,5 ml. Tapon
azul

@® Reactivo de latex 2: particulas de latex recubiertas de anticuerpos de
L.pneumophila serogrupos 2-15. 0,099% azida: 2,5 ml. Tapon amarillo.

@® Reactivo de latex 3: particulas de latex recubiertas de anticuerpos de L.spp.
0,099% azida: 2,5 ml. Tapon rojo.

@® Solucidn salina isotdnica al 0 85%, conservada con 0,1% de azida sédica
(para disolver colonias y como control negativo): 5 ml. Tapon blanco.

@® Incluye control positivo de antigenos inactivados contra L.pneumophila
serogrupos 1 -15y Legionella spp. Tapon negro.

@® Portaobjetos desechables

@ Palillos desechables para mezclar.

Agar selectivo de Legionella BCYE (MICROKIT DMTO007+SBL604,
RPL018+SBL604, PPL030, PPL908, PPL560)

Tubos de vidrio para llevar a ebullicion

Membranas PREFERIBLEMENTE DE 0,2um (VAC022)

Botes tomamuestras 1 | estériles con Tiosulfato (DCPJC1N)

Cepas (lentejas) para validar los reactivos una vez llegados a fabrica o tras
almacenamientos prolongados o inadecuados.
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» Participacion en servicios intercomparativos como SEILAGUA para validar
los procedimientos y los operarios

Otras referencias de productos MICROKIT para Legionella:

Placas 90 mm (PPL030), Frascos BCYE Agar + suplementos (RPL0O18+
SBL604), Tubos Caldo Enriquecimiento (0 Presencia/Ausencia) + Torundas
(RPL330), Plaquitas herméticas 55 mm MF (PPL908)

Conservacion y estabilidad:

El kit debe guardarse en nevera de 4-8 °C. jNo congelar! Los reactivos
pueden usarse directamente de la nevera sin necesidad de atemperarlos. No usar
el kit pasada la fecha de caducidad que aparece indicada en la caja (aprox. 1 afo
desde fabricacion). No usar el kit si se ha contaminado con el uso o si el control
positivo no reacciona correctamente, sefial de almacenamientos inadecuados.

Observaciones:

1. Los reactivos suministrados en este equipo son para diagnostico in vitro
exclusivamente.

2. Los reactivos contienen azida sodica como conservante, que puede reaccionar
con los utensilios de plomo y cobre formando azidas metalicas explosivas.
Después de desechar cualquier liquido por las cafierias, dejar correr grandes
cantidades de agua para prevenir la formacion de azidas.

3. El kit debe usarse siguiendo las instrucciones de uso. No diluir ninguno de los
reactivos. No mezclar reactivos de diferentes lotes. No congelar ninguno de
los componentes del Kit.

4. Observar con cuidado el tipo de aglutinacién: reacciones con grumos o
filamentos no son auténticas aglutinaciones.

5. Este kit ha sido disefiado para confirmar colonias sospechosas crecidas en
medios selectivos para Legionella como el GVPC, que no crecen en medios
sin cisteina.

Procedimiento de trabajo:

1-Control de los latex: Agitar y afiadir una gota de cada uno de los 3 latex a
sendos circulos de una tarjeta. Afiadir en el lado opuesto de cada circulo
sendas gotas de salina. Mezclar con sendos palillos, repartiendo por la
totalidad de cada circulo. Balancear en vaivén 2 minutos y observar
aglutinacion: si aparece en alguno de los 3, el kit se ha contaminado de los
anteriores usos y debe emplearse uno nuevo.



2-Control positivo: Agitar y afiadir una gota de cada uno de los 3 latex a sendos
circulos de una tarjeta. Anadir en el lado opuesto de cada circulo sendas
gotas de control positivo. Mezclar con sendos palillos, repartiendo por la
totalidad de cada circulo. Balancear en vaiven 2 minutos y observar
aglutinacién: si no aparece algun tipo de aglutinacion en alguno de los 3, el
kit se ha estropeado durante el transporte o almacenamiento y debe usarse
uno Nuevo.

3-Test: Afiadir una gota de solucién salina en 3 pocillos del portaobjetos.
Mezclar las colonias sospechosas con la solucién salina en sendos pocillos,
hasta obtener una suspension homogénea que se extienda por todo el circulo.
Balancear 30 segundos. Si aparece autoaglutinacién, repetir todo el proceso
tras hervir otra suspension colonial durante 5 minutos en un tubo *. Afadir
una gota del latex 1 atemperado y agitado en el primer pocillo con
suspensidén no autoaglutinada de colonias. Afiadir una gota del latex 2-15
atemperado y agitado en el segundo pocillo con suspension no aglutinada de
las colonias. Afadir una gota del latex de especies atemperado y agitado en
el tercer pocillo con suspension no aglutinada de las colonias. Precaucion:
Evitar que los goteros de latex toquen la suspension bacteriana, si se
contaminan quedaran inutilizados. Mezclar cada suspension con un palillo
diferente por toda la superficie de cada circulo. Balancear en vaivén durante
2 minutos. Toda aglutinacion en el pocillo 1, es de Legionella pneumophila
serogrupo 1; toda aglutinacion del pocillo 2, es de Legionella pneumophila
serogrupos 2-15; toda aglutinacion del pocillo 3, es Legionella spp. Si no
aglutina ninguno, no hay Legionella spp. ni Legionella pneumophila; si
aglutinan dos o tres pocillos, posiblemente hay aglutinacidn inespecifica, lo
cual ni confirma ni descarta que se trate de Legionella.

Utilice como control positivo ADICIONAL una cepa de Legionella
pneumophila (MICROKIT MKTN 12821) para confirmar que los reactivos
le han llegado o se le mantienen operativos. Como control negativo utilice la
solucidn salina sin colonias.

* Nota: Si el cultivo es viejo y/o mucoso es posible que no pueda obtenerse una
suspensién homogénea tal y como se describe. En este caso preparar
también una suspension hervida tal como se detalla a continuacion:

a). Poner 0,5 ml de solucion salina isoténica (0,85%) en un tubo. Preparar un
suspensién homogénea y turbia de microorganismos con una colonia
tomada de la placa de cultivo.

b). Hervir la suspension durante 5 minutos. Dejarla enfriar hasta que alcance la
temperatura ambiente. Poner 30 pl de la suspension hervida en 3 pocillos
de un porta provisto en el equipo.



Interpretacion:

Una reaccion de aglutinacion se produce cuando hay una agregacion
visible de las particulas de latex. Los resultados del kit M-Ident Legionella
latex deben interpretarse de la siguiente manera:

Reaccion con Reaccion con Reaccion con
latex serogrupo 1 latex serogrupo 2-15 latex spp. Interpretacion
+ - - Presencia L. pneumophila 1
- + - Presencia L. pneumophila 2-15
- - + Presencia L.spp.
- - - Ausencia de Legionella *
+ + + Posible aglutinacién no especifica
+ + - Posible aglutinacién no especifica
+ - + Posible aglutinacion no especifica

1
+
+

Posible aglutinacion no especifica

Una aglutinacion  no especifica no excluye la presencia de L.
pneumophila, de ambos grupos o no, ni de Legionella spp., pero este resultado
debe ser considerado como indeterminado.

* Alguna cepa de campo de Legionella pneumophila puede perder los

antigenos aglutinantes, por lo que es mejor dar los resultados como dicta

la Norma ISO11731: “No encontrada L.pneumophila” en vez de

“Ausencia de L.pneumophila”

1, 4: Positivos,
fuerte y suave
(grumos sin
fondo lechoso).
5, 6: Negativo
(fondo lechoso,
sin o0 con
aglutinacion). 2,
3: Negativo
falsamente
positivo (restos
de colonias,
pelusas, grumos
difusos con
aspecto lechoso).

Referencias:

El estudio inicial de validacion del kit, en Febrero de 1988, demostro
que de 334 cepas analizadas de Legionella pneumophila, la técnica DFA



detectd 295, la caracterizacion genética 334 y Microkit-Legionella 334 (258
del grupo 1y 76 del 2-14).

Segun Medical Lab.Science (1992) 49, 144-146, de 79 cepas de
L.pneumophila y de 13 de Legionella sp. analizadas, todas fueron
correctamente identificadas con Microkit-Legionella, excepto las del serogrupo
12, que mostraron reacciones cruzadas con el reactivo para el serogrupo 1.
Este defecto fué corregido en 1993. Ninguna de las 13 cepas de Legionella no
pneumophila reacciond con los reactivos del kit.

La revalidacion del nuevo kit demostrd, en una poblacion de 128
aislados, una sensibilidad del 100%, una especificidad del 100% y una
eficiencia del 100%. La reproducibilidad intra-lote ha sido testada con 47
muestras y 3 analistas diferentes, obteniendose resultados idénticos. La
reproducibilidad inter-lote ha sido examinada con 3 lotes diferentes en 47
muestras: no existian diferencias significativas entre los 3 lotes.
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iNOTA: TODA AGLUTINACION CON FONDO LECHOSO DEBE
INTERPRETARSE COMO NEGATIVA
(LAS COLONIAS MUCOSAS O CARTILAGINOSAS FORMAN

GRUMOQOS, PERO ESO NO ES AGLUTINACION)!
Ver tambien el inmunocromatograma VIRAPID-Legionella, con las mismas prestaciones

que el latex, pero mejor robustez, y sin necesidad de mantenimiento en refrigeracion
El usuario final es el Gnico responsable de la destruccion de los microorganismos, de acuerdo con la legislacion
medioambiental vigente. Desinfectar o autoclavar los palillos y tarjetas utilizados antes de desechar a la
basura.
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