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uso

El sistema de Microbiologia automatizado BD Phoenix™ esta disefiado para la
identificacion (ID) de levaduras y organismos levaduriformes.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Un maximo de 100 pruebas pueden ser realizadas en el equipo Phoenix usando
al tiempo los paneles Phoenix Yeast ID. Una bandeja sellada y autoinoculada de
poliestireno con 136 micro-pozos con reactivos secos, sirve para la identificacion
en el sistema Phoenix. El panel Phoenix Yeast ID se compone de 51 micropocillos
destinados para la identificacion de levaduras donde 47 pozos contienen sustratos
bioquimicos secos y tres pozos son de control. Los Paneles Phoenix Yeast ID se
inoculan con una densidad del organismo de McFarland 02:00 (McFarland de
02:00-02:40 es aceptable). Las suspensiones del organismo deben prepararse
so6lo con el nefelometro BD ™ PhoenixSpec. Una vez inoculados, los paneles se
colocan en el instrumento y se incuban de forma continua a 35 °C. Los paneles en
el instrumento son leidos cada 20 minutos: a los 20 minutos, a los 40 minutos y a
la hora hasta 16 horas si es necesario. Los Paneles Phoenix Yeast ID se leen solo
por el instrumento, no pueden ser leidos manualmente.

Identificaciéon del organismo

La parte de ID del panel Phoenix utiliza una serie pruebas convencionales
cromogénicas, fluorogénicas y bioquimicas para determinar la identificacion del
microrganismo. La prueba esta basada en el crecimiento y la utilizacion de
diferentes sustratos enzimaticos. La técnica se fundamenta en la utilizacion y en
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la degradacion del sustrato por el organismo, reaccion detectada por varios
sistemas de indicadores. La producciéon de acido se indica por un cambio en el
indicador de color rojo de fenol cuando un aislado es capaz de utilizar el sustrato
de hidrato de carbono

Los sustratos cromogénicos producen un color amarillo por hidrolisis enzimatica
de los compuestos ya sea de p-nitrofenilo o p - nitroanilida. La hidrdlisis enzimatica
de sustratos fluorogénicos resultados en la liberacion de un derivado de cumarina
fluorescente y cuando el organismo hidroliza la fuente de carbono la reaccion se
evidencia cuando se reduce el indicador a base de resazurina. Ademas, hay otras
pruebas que detectan la capacidad de un organismo para hidrolizar, degradar,
reducir, o utilizar de otro modo el sustrato. Una lista completa de los sustratos que
comprende la prueba se puede encontrar en el Manual del usuario BD Phoenix
(Apéndice F). Las diferentes reacciones empleadas por la utilizacion de diversos
sustratos y los principios empleados en las reacciones del Panel Phoenix Yeast ID
se describen en el Manual del usuario BD Phoenix™ (Apéndice F). Los
componentes necesarios para la identificacion de la levadura en el sistema
Phoenix son:

1) Paneles Phoenix Yeast ID, 2) Phoenix ID Caldo, 3) Estacion Inoculacion
Phoenix, 4) Phoenix Carrier Panel, 5) BD PhoenixSpec Nefelémetro 6) Otros
suministros de laboratorio (que se enumeran en Materiales necesarios, pero no
suministrados). Antes de la inoculacion, el panel Phoenix se coloca en la estacién
de inoculacion con los puertos de llenado hacia la parte superior. El in6culo se
agrega manualmente al puerto ID. El flujo del inéculo es en direccion hacia abajo
del panel en forma de serpentina, los pozos iniciales del panel se llenan de liquido
y el exceso avanza hacia la almohadilla. Los tapones de plastico se insertan
manualmente en los puertos de llenado. Un orificio de admision de aire se
encuentra en la zona ubicada entre los puertos de llenado del panel para asegurar
la tensidn de oxigeno adecuada para el éxito de la prueba.

INGREDIENTES

Para obtener una lista de los sustratos bioquimicos presentes en el panel Phoenix
Yeast ID consulte el Manual del usuario BD Phoenix (Apéndice F, "Lista de
Reactivos y principios empleados en el Sistema Phoenix").

PRECAUCIONES

Para uso de diagndéstico in vitro. Todas las muestras de pacientes y los cultivos
microbianos son potencialmente infecciosos y deben ser tratados con las
precauciones universales. Por favor refiérase al manual del CDC y Manual de
Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y biomédicos, asi como literatura
recomendada. Antes de desecharlas, esterilizar los recipientes de las muestras y
otros materiales contaminados por autoclave. Los paneles, una vez inoculados,
deben manipularse con cuidado hasta que se coloquen en el instrumento.
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ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Los paneles Yeast ID son paquetes individuales que deben almacenarse sin abrir
a temperatura ambiente (15 a 25 °C). No refrigerar o congelar. Inspeccione
visualmente el paquete si hay agujeros o grietas en el paquete de papel de
aluminio. No utilizar si el envase o el panel parece estar danado. Si se almacena
como se recomienda, los paneles mantienen su reactividad esperada Hasta la
fecha de caducidad.

RECOLECCION Y MANIPULACION DE MUESTRAS

El sistema Phoenix no es para uso directo con muestras clinicas. Solamente para
aislados de cultivo fresco y puro. El aislado a testear debe ser un cultivo puro. Se
recomiendan cultivos puros y frescos 18 a 48 horas de vida de la levadura. Los
aislamientos deben ser evaluados por una tincién de Gram para asegurar la
seleccion adecuada del tipo de panel Phoenix. El seleccionar el panel inadecuado
da lugar a obtener resultados erréneos y poco confiables.

Para la prueba se deben emplear aislados a partir de Sabouraud Dextrosa Agar.
Otros medios recomendados para la prueba incluyen tripticasa™ agar de soja con
5 % de sangre de oveja (TSAIl), Sabouraud Dextrosa de Emmons, Sabouraud
Infusién de Cerebro Corazon agar, el agar Columbia con sangre de carnero al 5%
y agar chocolate.

Utilizar hisopos, aplicadores sin algodon, para preparar las suspensiones de
in6culo. Algunos hisopos de poliéster pueden causar problemas con la inoculacion
de los paneles.

La utilidad del sistema Phoenix o cualquier otro procedimiento de diagndstico que
se realiza en muestras clinicas esta directamente influenciada por la calidad de
los mismos especimenes. Los laboratorios recomiendan emplear meétodos
descritos en el Manual de Microbiologia Clinica para la recogida de muestras, el
transporte y la siembra en medio de aislamiento primario.

Debido a las variaciones en las concentraciones de indculo, se requiere el uso del
BD nefeldmetro PhoenixSpec para ajustar el inéculo de la prueba.

Se recomienda comprobar la pureza del indculo. Las instrucciones para el control
de pureza se pueden encontrar en el Manual del usuario.

MATERIALES

Materiales suministrados

- Paneles de Phoenix

« Phoenix ID Caldo

« Estacion Inoculaciéon Phoenix

« Phoenix Transporte Caddy

«BD ™ Nefelometro PhoenixSpec
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Materiales necesarios no suministrados
- Reactivos de tincion de Gram

« Hisopos sin algodon estériles

- Medios de Cultivo

« Incubadoras

- Recipiente desechable Biohazard

- Marcadores, etc

PROCEDIMIENTO

Nota: El instrumento Phoenix debe estar siempre encendido. Si no es asi,
encender el instrumento y dejar que transcurran 2 horas para que el instrumento
se caliente antes de cargar los paneles en el sistema. Preparar el instrumento
Phoenix para recibir los paneles como se describe en el Manual del usuario del
sistema BD Phoenix.

Se debe tener cuidado en el manejo de los paneles Phoenix. Se deben tomar los
paneles por los lados para evitar marcas, manchas u oscureciendo de la parte
anterior del panel, ya que es por esta cara que se realiza la lectura de las pruebas.
No colocar etiquetas de codigos de barras que cubran pocillos de lectura ni el
numero de secuencia del panel.

Panel Phoenix Yeast ID

Paneles Phoenix Yeast ID se emplean para la identificacion de las levaduras y
organismos levaduriformes.

Caldo y preparacion del panel

Prepare los paneles y el caldo ID como se describe en el manual del usuario.

El inéculo del ensayo debe prepararse a partir colonias aisladas de uno de los
medios recomendados y que tengan una morfologia similar. Deben ser cultivos
frescos de 18 a 48 horas de vida y la suspension en el caldo de Phoenix ID debe
prepararse con hisopo estéril o un aplicador de madera.

Se recomiendan los hisopos sin algodon o de madera, no utilizar hisopos de
poliéster ya que pueden causar problemas con la inoculacion de los paneles.

Montaje del panel

Confirmar con la tincién de Gram la morfologia del aislado antes de proceder con
la preparacién del inéculo. Examine la bolsa, no utilizar el panel si la bolsa esta
perforada o abierta. Retire el panel de la bolsa. Deseche el desecante. No utilice
el panel si no hay desecante.

Nota: Los paneles deben ser utilizadas dentro de 2 horas después de haber sido
retirado de la bolsa.
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Coloque los paneles en la estacién de inoculacion con los puertos en la parte
superior y la almohadilla en la parte inferior

Etiquetar el tubo de caldo de identificacion Phoenix con el numero de muestra del
paciente. Utilizando una técnica aséptica, tome las colonias de la misma
morfologia con la punta de un hisopo sin algoddn estéril (no use el hisopo de
poliéster) o un aplicador de madera sin algodon a partir de un aislado de uno de
los medios recomendados. Véase la Tabla C. Suspender las colonias en el caldo
de Phoenix ID. Tapar el tubo y agitar 5 segundos. Dejar reposar el caldo
aproximadamente 10 segundos para que las burbujas de aire desaparezcan.
Tocar el tubo suavemente para ayudar a la eliminacion de las burbujas.

Insertar el tubo en el BD PhoenixSpec Nefelometro. Asegurese de que el tubo se
introduce correctamente. (Consular el manual del producto BD PhoenixSpec
instrucciones de uso correcto y verificacion de la calibracién). Lea el tubo para
confirmar McFarland 02:00 (2:00-2:40 es aceptable). Si la densidad de organismos
es < 2,00, se puede anadir mas colonias aisladas, agitar la muestra y volver a leer
para confirmar la densidad correcta en McFarland. Si la densidad de organismos
excede 02:40 McFarland, siga los pasos que se detallan a continuacion para diluir
el caldo. Es muy importante indicar con precisidn el nivel del liquido en el tubo ya
que se necesita este volumen para llenar adecuadamente los pocillos en el panel.

a) Con un marcador, marcar el nivel del caldo en el tubo Phoenix ID.

b) Con una pipeta estéril, anadir asépticamente caldo Phoenix ID. Sélo el
caldo Phoenix puede ser utilizado para diluir el indculo.

c) Agitar el tubo y dejar reposar durante 10 segundos.

d) Colocar el tubo en el Nefelémetro y vuelva a medir la turbidez de la

suspension. Si la lectura es superior a 2:40, repetir los pasos b a d. Si la lectura
es aceptable, ir al paso e.

e) Con una pipeta estéril, eliminar asépticamente el exceso de caldo al nivel
original indicada por la marca en el tubo creado en el paso a.

Retire el exceso de caldo para evitar el sobrellenado del panel. Ademas, no quitar
demasiado caldo, el caldo no puede ser insuficiente para llenar el panel.

f) El caldo ahora puede ser utilizado para inocular el panel de Phoenix Yeast
ID.

Nota: La suspension bacteriana estandarizada en el caldo ID debe ser utilizada
dentro de los 60 minutos siguientes de preparacion.

Verter el tubo identificacion con el in6culo en el puerto de llenado en el lado
identificacion del panel. Deje que el liquido atraviese por las vias antes de mover
el panel.

g) Antes de cerrar el panel, compruebe si hay gotas residuales de inéculo en
el borde de los orificios de llenado. Si una gota esta presente, retire la gotita con
material absorbente y desechar este material en bolsa roja para material
contaminado. Asegurese de ajustar bien los tapones en los puertos.
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h) Inspeccione visualmente los paneles para asegurarse de que cada uno de
los pozos esta lleno. Mirar ambos lados del panel. Asegurese de que los pozos no
estan demasiado llenos. Si alguno de los pozos esta vacio o esta demasiado lleno,
inocular un nuevo panel.

Nota: Los paneles deben ser cargados en el instrumento dentro de los 30 minutos
después de su inoculacién. Los paneles deben ser mantenidos en la estacion de
inoculacion después de la inoculaciéon hasta que el exceso de liquido sea
absorbido completamente por la almohadilla. Evite golpear o sacudir el panel o
dejarlo caer al suelo.

Chequear la pureza del inéculo

1. Utilizando un asa estéril, tomar una muestra del caldo de identificacion
Phoenix después de la inoculacién del panel.

2. Inocular una placa de agar (adecuado para levaduras) para realizar un
control de pureza.

3. Deseche el tubo de caldo(s) y la tapa(s) en un recipiente de desechos de
riesgo bioldgico.

4. Incubar la placa durante 24-48 horas a 35 °C bajo condiciones apropiadas.

La suspensidn del organismo estandarizada en caldo ID Phoenix debe ser
utilizada dentro de los 60 minutos después de su preparacion. Los paneles deben
ser cargados en el instrumento Phoenix dentro de los 30 minutos siguientes a su
inoculacién. Para el ingreso de paneles al sistema Phoenix consultar el manual
del usuario, en el proceso de ingreso de paneles al equipo se debe seleccionar el
tipo de medio a partir del cual se realiz6 el aislamiento.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

A fin de garantizar un procedimiento de configuracion apropiado y un rendimiento
aceptable del sistema con paneles Phoenix Yeast ID, se recomienda testar los
siguientes microorganismos (como se describe en el Manual del usuario del
sistema BD Phoenix). Consulte la Ficha Técnica que acompafia a los paneles
Phoenix donde se encuentra que resultados esperar cuando se testean
organismos de control de calidad.

Identificacion (paneles de levadura Yeast ID):

Candida albicans ATCC 24433 ™
Candida parapsilosis ATCC 22019 ™

Para obtener resultados mas fiables, se recomienda que los organismos de control
de calidad se subcultiven al menos dos veces en dos dias consecutivos en
Sabouraud dextrosa agar TSA o con 5% de sangre de oveja antes de su uso en
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el sistema Phoenix. Si se obtienen resultados discrepantes, revise el
procedimiento de la prueba, asi como confirmar la pureza de la cepa de control de
calidad utilizada. Resultados inaceptables de control de calidad estan
documentadas como " Fail" y los resultados del control de calidad aceptables se
documentan como " Pass " en el informe de control de calidad.

RESULTADOS

La identificaciéon del organismo aparecera en el Informe con un porcentaje de
probabilidad de acuerdo con la base de datos y en el perfil de reaccién de
sustratos. Los resultados de cada sustrato apareceran +, -, V o X.

Mensajes especiales aparecen cuando el sistema detecta en los resultados de
aislamientos de especial interés clinico. Mas informacion sobre los resultados
obtenidos del Sistema Phoenix se encuentra en el Manual del usuario del sistema
BD Phoenix.

Los mensajes de error pueden aparecer si el sistema detecta algo inesperado
debido al procedimiento inadecuado o mal funcionamiento del instrumento. Para
obtener una lista completa de codigos de error y su significado, consulte el Manual
del usuario del sistema BD Phoenix, en la lista de errores y su significado.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Se requiere la prueba de tincion de Gram para la seleccion del apropiado tipo de
panel Phoenix. La identificacion exacta no puede hacerse sin esta prueba.

Utilice sdlo colonias de levaduras bien aisladas de uno de los medio de aislamiento
primario recomendados. El uso de colonias mixtas podria resultar en la
identificacion inexacta. La suspension debe ser equivalente a un estandar
McFarland 2:00-2:40 y debe prepararse unicamente con el BD PhoenixSpec
Nefelémetro. El uso de métodos alternativos para la preparacion de la suspension
puede causar una identificacion erronea. Los paneles Phoenix pueden ser leidos
so6lo por el instrumento Phoenix. La interpretacion visual de los paneles de Phoenix
no es posible. Cualquier intento de interpretar manualmente resultados del panel
puede dar lugar a errores de identificacion y/o interpretacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El rendimiento de la identificacién de levaduras con el sistema Phoenix se evalu6
a través de estudios multicentricos utilizando colonias aisladas puras de
Sabouraud Dextrosa Agar (SAB) y agar Trypticase soja con 5 % de sangre de
oveja (TSA). Los resultados de los 519 (SAB) y 510 (TSA) se evaluaron y
compararon frente a los métodos convencionales y moleculares.

El rendimiento de la identificacion del panel Phoenix para la identificacion se
detalla a continuacion:
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Medio % Concordancia | % No concordancia No ID

Génerol/especie | SBA 95.2% 3.8% 1.0%

TSA 96.5% 2.7% 0.8%

Ademas, las pruebas se realizaron en multiples sitios para demostrar la
reproducibilidad. Los resultados de identificacion obtenidos mediante el sistema
Phoenix se compararon con los resultados esperados. Esta prueba arrojé un
rendimiento y reproducibilidad de = 95 % entre los sitios participantes
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