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uso

El sistema de Microbiologia automatizado BD Phoenix™ esta disefiado para la
identificacion (ID) in vitro y determinacion cuantitativa de la susceptibilidad
antimicrobiana por la minima concentracion inhibitoria MIC de las bacterias Gram
negativas aerobias y anaerobias facultativas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y no Enterobacteriaceae.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

Un maximo de 50 pruebas de identificacion y susceptibilidad antimicrobiana
pueden ser realizadas en el equipo Phoenix usando al tiempo los paneles Phoenix
ID/AST. Una bandeja sellada y autoinoculada de poliestireno, con 136 micro-pozos
con reactivos secos, sirve para realizar las pruebas de identificacion y
susceptibilidad. La combinacion de los paneles incluye el lado de ID
(identificacién) con sustratos secos y un lado AST con variedad de
concentraciones de agentes antimicrobianos, y controles de crecimiento vy
fluorescencia con apropiada localizacion en los pozos. El sistema Phoenix utiliza
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un 6ptimo indicador colorimétrico redox para AST, y una variedad de indicadores
colorimétricos y fluorométricos para ID. El caldo AST esta ajustado por cationes
(e.g., Ca++y Mg++) para optimizar la prueba de susceptibilidad realizada. El panel
Phoenix consta de 51 pozos de ID y 85 pozos de AST al lado. El lado de ID
contiene 45 pozos con sustratos bioquimicos secos y dos pozos fluorescentes
como controles. El lado de AST contiene 84 pozos con agentes antimicrobianos
secos y un pozo de crecimiento como control. Los paneles AST son: Paneles
Phoenix™ NMIC o combinacién ID/AST Paneles Phoenix™ NMIC/ID. Los paneles
Phoenix son inoculados con una escala de 0.5 de McFarland (0.50 a 0.60
McFarland es aceptable) o 0.25 McFarland para inoculaciones bajas (0.20-0.30
McFarland es aceptable) para la parte de ID y 25 ul cuando tenemos un McFarland
de 0.5 0 50 ul cuando tenemos un McFarland de 0.25 McFarland para la parte de
AST. La suspension de organismos puede ser preparada solo con el nefeldmetro
BD PhoenixSpec™.

Una vez inoculados, los paneles son puestos en su sitio y son incubados a 35°C.
En el equipo los paneles son leidos cada 20 minutos dentro de una hora, hasta
completar 16 horas si fuera necesario. Los paneles Phoenix son leidos solo por el
equipo, no pueden ser leidos manualmente.

Identificacion bacteriana:

La parte de ID del panel de Phoenix utiliza una serie de pruebas bioquimicas
convencionales, sustratos cromogenicas y fluorogenicas para la identificacién del
microorganismo. Las pruebas estan basadas en la utilizacidon microbiana y
degradacion de sustratos especificos detectados por un sistema de varios
indicadores. La produccion de acido esta indicada por un cambio en el indicador
rojo de fenol cuando la bacteria utiliza los carbohidratos como sustrato. Los
sustratos cromogenicos producen un color amarillo debido a la hidrdlisis
enzimatica de cualquiera de los compuestos p-nitrophenyl o p- nitroanilide. La
hidrolisis enzimatica de sustratos fluorogenicos resulta en el aumento de
fluorescencia derivada de la cumarina. Los organismos que utilizan una fuente de
carbono especifica reducen el indicador resazurina. En adicidén, estan otras
pruebas para detectar la habilidad del organismo para hidrolizar, degradar, reducir
otros sustratos.

Susceptibilidad antimicrobiana:

El método AST Phoenix esta basado en la prueba de microdilucién de en caldo. El
sistema Phoenix utiliza un indicador redox para la deteccion del crecimiento del
microorganismo en presencia de un agente antimicrobiano. Los continuos
cambios en las medidas del indicador, asi como la turbidez bacteriana son usadas
en la determinacién de crecimiento bacteriano. Cada configuracion del panel AST
contiene varios agentes antimicrobianos con un rango de concentracion de doble
dilucion. La identificacion de organismos es usada en la interpretacion de los
valores de MIC de cada agente antimicrobiano produciendo susceptibilidad,
intermedia o resistencia (SIR) en los resultados clasificados. El sistema puede
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también producir resultados de no susceptibilidad (N) cuando ningun limite de
resistencia ha sido establecido.

Para la interpretacion y reporte de los resultados de los antimicrobianos que
pueden ser usados en la actividad de los grupos de organismos tanto in vitro como
en infecciones clinicas referirse a la etiqueta del agente individual farmacéutico
antimicrobiano.

Los componentes requeridos para la prueba usando el sistema Phoenix incluye:
1) Paneles Phoenix con cierre de panel, 2) Caldo Phoenix ID, 3) Caldo Phoenix
AST, 4) Solucion indicador Phoenix AST 5) Estacion de inoculacién Phoenix,

6) Bandeja de transporte Phoenix, 7) Nefelometro BBL PhoenixSpec,

8) Pipeta de 25 pL y puntas estériles, y 9) Lista de materiales requerido pero que
no los provee el sistema.

Antes de la inoculacion, el panel Phoenix es puesto en la estacion de inoculacion
con los puertos de inoculacidn en alto para el llenado. El inoculo separado es
agregado manualmente a los puertos de ID y AST. El inoculo fluye bajo el panel
de manera serpenteada, llenando los pozos del panel con el liquido desde
adelante hasta la almohadilla. La almohadilla absorbe el exceso de inoculo. Los
cierres son insertados manualmente en los puertos de llenado. Un puerto de
entrada de aire esta localizado en el area de divisor de la tapa de panel para
asegurar la tension de oxigeno adecuada en el panel para la duracion de la
prueba.

INGREDIENTES

El inserto que esta en la caja de los paneles Phoenix provee una lista de agentes
antimicrobianos y concentraciones encontradas en el panel.

PRECAUCIONES

Para Uso de Diagnostico in vitro. Todas las muestras de pacientes y medios
microbianos son potencialmente infecciosas y deben ser tratadas con
precauciones universales. Referirse al manual de Bioseguridad CDC en
Microbiologia y Laboratorios Biomédicos.

Antes de descartar, esterilice los recipientes de muestras u otros materiales
contaminados por autoclave. Los paneles una vez inoculados deben ser
manejados con cuidado hasta que sean puestos en el equipo.

ALMACENAMINETO Y MANEJO

Paneles Phoenix
La caja tiene 25 paneles individualmente empacados pueden ser almacenados a
temperatura ambiente (15 - 25°C). No refrigerar o congelar. Visualmente
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inspeccione el empaque de hoja de metalica que no tenga agujeros o grietas. No
use el panel si el empaque tiene agujeros o dafios.

COLECCION DE ESPECIMEN Y PROCESAMIENTO

El sistema Phoenix no es usado directamente con muestras clinicas. Solo los
aislados de cultivos puros de organismos Gram negativos son aceptados para la
prueba. Se recomienda que el cultivo no sea de mas de 24 horas de incubacién a
no ser que requiera de mayor incubacion para su crecimiento.

Los aislamientos pueden ser confirmados con una coloracién de Gram para
asegurar la seleccion del tipo de panel Phoenix. Una vez la coloracion se ha
realizado seleccionar el panel Phoenix apropiado para su inoculacion, por ejemplo,
NMIC/ID panel para uso con organismos Gram negativos. La seleccion del panel
incorrecto puede causar resultados erroneos.

Para las pruebas AST en el sistema Phoenix, los aislamientos recuperados de
medios selectivos no son recomendados. Esta recomendado que los medios que
contienen antibioticos no deben ser usados para organismos que puedan ser
probados por el sistema Phoenix.

Un medio selectivo puede inhibir muchas especies de bacterias; se debe tener
cuidado en la seleccion de las colonias de este tipo de medios.

Aplicadores de manera sin algodon deben ser usados en la preparacion de las
suspensiones del inoculo. Algunas torundas de poliester pueden causar
problemas con la inoculacién de los paneles.

La utilidad del sistema Phoenix u otro procedimiento diagnostico realizado a las
muestras clinicas esta directamente influenciado por las calidad de las muestras.
Esto es fuertemente recomendado para los laboratorios que emplean métodos
estandarizados segun el Manual de Microbiologia Clinica para la recoleccion de
las muestras, transporte y siembra en medios de aislamiento primario. El inoculo
preparado para el sistema Phoenix es preparado segun las recomendaciones
hechas por el CLSI para el método de suspensién de colonias. Debido a las
variaciones en las concentraciones del inoculo preparadas con la escala de
McFarland, se hace necesario el uso de nefelémetro BD PhoenixSpec para ajustar
el inoculo. Es muy importante que el inoculo sea puro.

MATERIALES REQUERIDOS

Materiales que incluye:

- Paneles Phoenix

- Caldo ID Phoenix

- Caldo Phoenix AST

- Solucién indicador Phoenix AST

- Solucion de inoculacion Phoenix

- Bandeja de transporte Phoenix

- Nefelometro y estandar BD PhoenixSpec™
- Pipeta de 25 uL y puntas estériles
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Materiales requeridos, pero no suministrados:

- Reactivos coloracion de Gram

- Torundas estériles

- Medios de cultivo no selectivos (e.g., Trypticase™ Soya Agar con 5% sangre de
cordero)

- Incubadoras

- Recipiente de descarte de material contaminado

- Marcadores, etc.

PROCEDIMIENTO PRUEBA PHOENIX

Nota: el equipo Phoenix debe estar siempre conectado. Si no es posible, permitir
que el equipo se caliente 2 horas antes para colocar los paneles. Prepare el equipo
Phoenix para recibir los nuevos paneles como se describe en el manual del equipo
BD Phoenix. Se debe tener cuidado con el manejo de los paneles Phoenix. Se
deben manejar los paneles soélo por los lados para evitar marcar, obscurecer el
frente o atras del panel de cualquier modo.

Las etiquetas de cddigo de barras de acceso puestas al panel de Phoenix deben:
- No ser de material fluorescente

- No cubrir ningun pozo de reaccion en el panel Phoenix

- No cubrir el codigo de barras del panel Phoenix.

Preparacion del panel y el caldo:

1. Confirmar con la tincion de Gram el aislamiento antes de proceder con la
preparacion del inoculo para ser usado en el equipo Phoenix.

2. Examine el empaque, no utilice el panel si el empaque esta abierto. Remueva
el panel del empaque. Descarte el empaque, no use el panel si esta sin
empaque, o este presenta dafos. Nota: los paneles pueden ser usados 2 horas
después de haber sido removidos del empaque.

3. Coloque los paneles en la estacion de incubacion con los puertos abiertos en
frente y la almohadilla en la parte inferior.

4. En la etiqueta del tubo ID Phoenix marque con el nombre e identificacion del
paciente. Use una técnica aséptica, elija las colonias de la muestra segun
morfologia con la punta de un aplicador o asa estéril (no use aplicador de
poliéster) o un aplicador de madera desde el medio recomendado.

. Suspenda las colonias en el caldo ID Phoenix.

6. Tape el tubo y llévelo al vortex por 5 segundos.

7. Deje reposar el tubo aproximadamente 10 segundos para que las burbujas
desaparezcan de la superficie. Tape suavemente el tubo para eliminar todas las
burbujas.

8. Confirme la concentracion del tubo ID preparado, colocandolo en el nefelometro
BD PhoenixSpec antes de inocularlo en los paneles. Asegurese que el tubo es
insertado en su totalidad. Solo el nefeldmetro PhoenixSpec puede ser usado
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para densidades de inoculo de 0.25 y 0.50 McFarland. (Referirse al inserto del
nefelometro BD PhoenixSpec para su correcto uso y calibracion).

9. Sila densidad del inoculo es 0.5 McFarland, el rango aceptado es de 0.50-0.60.
Si la densidad del inoculo es de 0.25 McFarland se acepta un rango de 0.20-
0.30. Si la densidad de los organismos es baja, se puede ajustar con un poco
mas de colonia del aislamiento, llevar al vortex nuevamente y reconfirmar que
esta en la concentracion indicada. No se recomienda la adicion de diluyente si
la concentracion excede la densidad deseada debido a la posibilidad de
sobrellenar el panel. El sobrellenado de los paneles puede causar un riego
biolégico. Adicionalmente las caracteristicas de fabricacion pueden verse
afectadas por el sobrellenado. Si la concentracion del inoculo del tubo excede
la deseada, se recomienda descartar ese tubo. Usar un nuevo tubo para la
inoculacion. Nota: la estandarizacion de la suspensidon bacteriana en el caldo
ID puede ser usada 60 minutos después de su preparacion.

10. Si usted solo necesita realizar la identificacion, siga al paso 15 y continué con
el procedimiento.

11. Marque el tubo del caldo AST (8.0mL) con el numero del paciente. Sostenga el
frasco de la solucion indicadora AST verticalmente, agregue una gota del
indicador AST al tubo del caldo AST, invierta para mezclar de 3 a 4 veces. NO
DE VORTEX. Nota: permita que la solucion Indicadora AST se acondicione a
temperatura ambiente antes de dispensarla en el caldo AST. El resto de
solucion indicadora puede ser guardada a temperatura de 2- 8°C. No permita
que esté a temperatura ambiente por mas de 2 horas. Después de abiertos los
frascos con solucion indicadora AST permanecen estables por 14 dias después
de ese tiempo deben ser descartados. Después de agregada la solucidn
indicadora AST al tubo del caldo AST este puede ser almacenado en la
oscuridad, a temperatura ambiente, por un tiempo no mayor a 8 horas. Los
tubos deben ser usados 2 horas después de la adicion de la solucién indicadora
si es expuesta a la luz.

12. Si la escala del inoculo es de 0.50-0.60, transfiera 25uL de la suspension
bacteriana desde el tubo ID al tubo AST. Si la escala fue de 0.20-0.30, transfiera
50uL de la suspension bacteriana desde el tubo ID al tubo AST. Nota: los
paneles deben ser inoculados dentro de los 30 minutos después de ser
preparado el tubo AST con el inoculo.

13. Tape el tubo AST e invierta varias veces para mezclar, 8 a 10 veces. No debe
llevarse al vortex.

14. Espere 5 segundos para eliminar las burbujas.

15. Vierta el tubo del inoculo ID dentro del puerto en el sitio de ID del panel (51-
pozos). Permita que el liquido fluya a través del panel. Si solo usa el panel AST,
NO inocule el sitio de ID del panel. Conserve el tubo ID para confirmacion de
pureza.

16. Vierta el tubo del inoculo AST dentro del puerto en el sitio de AST del panel (85-
pozos). Permita que el liquido fluya a traves del panel.
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17. Antes de cerrar el panel, verifique que no quedo rastros del liquido por fuera
del panel. Si se presentan rastros de liquido séquelos con un papel absorbente.
Al usar este papel debe ser descartado como material contaminado.

18. Cierre el panel. Asegurese que quedo perfectamente sellado. Visualmente
confirme que los pozos quedaron llenos. Revise ambos lados del panel. Si uno
de los pozos no quedo lleno inocule un nuevo panel. Nota: los paneles pueden
ser puestos 30 minutos después de inoculados en el equipo Phoenix.

19. Los paneles deben ser mantenidos en la estacion de inoculacidén hasta que el
fluido de exceso haya sido absorbido completamente por la almohadilla. Los
paneles son puestos de forma vertical en la bandeja de transporte dentro del
equipo. Después de inoculados los paneles se deben manejar con cuidado.
Evite golpear el panel.

REVISION DE PUREZA

1. Utilice un asa estéril para tomar una pequefia cantidad del caldo Phoenix ID o
AST para probar la pureza antes o después de la inoculacion del panel.

2. Inocular en una placa de agar para revisar pureza.

3. Descartar el o los tubos de caldo y su tapa(s) en un dispositivo de descarte
para material contaminado.

4. Incube las placas por 24-48 horas a 35°C en condiciones apropiadas.

CONTROL DE CALIDAD

Asegurese que el procedimiento es aceptado por el sistema, los siguientes
organismos son recomendados para hacer las pruebas. Se aconsejan que el
usuario repase los formatos de panel individuales AST para determinar si todas
las especies de prueba tienen que ser probadas para el Control de calidad rutinario
de laboratorio. Referirse al paquete de inserto que acompafa a cada panel
Phoenix para los resultados ID y AST para los organismos QC.

Para instrucciones del panel QC conexion y carga, referirse al manual del sistema
BD Phoenix (“‘carga de panel” e insercion del panel al equipo).

Para mas resultados confiables es recomendado que los organismos de QC sean
subcultivados por duplicado en dos dias consecutivos en agar TSA Il con 5% de
sangre de cordero antes de pasar a la identificacion en el equipo Phoenix.

Comparar los resultados con los de la lista del inserto. Si hay discrepancias en los
resultados obtenidos, revisar los procedimientos para verificar la pureza de la
especie del control de calidad usada antes de contactar al departamento de
servicio técnico de diagndéstico. Un resultado inaceptable de QC es documentado
como “falla” y un resultado aceptable de QC es documentado como “valido” en el
reporte de QC.
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RESULTADOS

La identificacion del organismo aparecera en el reporte del Phoenix con un
porcentaje de probabilidad desde la base de datos basadas en el perfil de reaccion
del sustrato. Los resultados de cada sustrato apareceran como +, -, V o X para
cada reaccion. Los resultados de MIC y la interpretacion categérica de los
resultados (SIR) mostrara las combinaciones apropiadas para los agentes
antimicrobianos/organismos. Apareceran mensajes especiales en el sistema
BDExpert cuando se detecten resultados que sean particularmente de interés
clinico. La informaciéon adicional acerca de resultados obtenidos del sistema
Phoenix puede ser encontrada en el Manual del Usuario del Sistema Phoenix BD
(“obtencidén de resultados”).

El mensaje error puede aparecer si el sistema detecta una reactividad inesperada
debido a un inapropiado procedimiento o malfuncionamiento del equipo. Para una
lista completa de codigos de error y su significado referirse al manual del usuario
de BD Phoenix (“alertas del sistema”, “atencion a las necesidades” y “solucion de
problemas”)

En general el sistema Phoenix proporciona una MIC para todos los organismos
donde estan las concentraciones definidas para cada panel especifico. Para
ciertas combinaciones antimicrobiano/organismo un minimo especifico o el
maximo MIC son reportados incluso si hay una concentracién inferior o mas alta
sobre el panel. Esos valores de MIC son aplicados por el software y reportados
como menos que o igual que (</=) para el minimo MIC o mayor que (>) para el
maximo MIC.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver el paquete de insertos por panel especifico para ver las limitaciones.
IDENTIFICACION

El ambiente de panel Unico combinado con el tiempo de incubaciéon acortado
puede causar reacciones en el panel de Phoenix que varian de los medios
bioquimicos convencionales que se usan.

PRUEBA DE SUCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Después de la adicion de la solucion indicador AST Phoenix a los tubos de caldo,
mezclar por inversion. NO DAR VORTEX. El darle vortex puede causar la
formacion de burbujas en el caldo AST, que puede causar el llenado inadecuado
del panel Phoenix durante la inoculacién. A causa de la probabilidad baja de
presencia o exigencias de crecimiento especiales algunos organismos incluidos
en el ID taxa no son incluidos en la base de datos AST. Estos organismos
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mostraran el mensaje “el Organismo no incluido en la base de datos AST. Realice
el método alterno”.

Para algunas combinaciones de organismo/antimicrobiano, la ausencia de
especies resistentes excluye definir cualquier categoria de resultado diferente a
“susceptible”. Para las especies resistentes aparece un mensaje en el sistema de
“No susceptible”. La identificacion y la susceptibilidad antimicrobiana deben ser
confirmadas. Subsecuentemente, los aislamientos pueden ser guardados y
remitidos a un laboratorio de referencia para confirmar el resultado usando método
de dilucion de la CLSI.

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

Identificacion de gram negativos

En dos estudios internacionales, el funcionamiento de Phoenix para la
identificacion de Gram negativo fue evaluado. La configuracién de la densidad del
inoculo 0.5 y el de 0.25 fue con 721 especies (0.5) y 784 especies (0.25),
respectivamente. Los resultados de entéricos y no entéricos fueron evaluados con
meétodos comerciales y no comerciales mostrando una reproducibilidad del £95%.
Un estudio fue realizado en simultanea para ver la reproducibilidad in-inter-sitio.
Los resultados de identificacion obtenidos usando el sistema Phoenix fueron
comparados con resultados reportados. La prueba realizada demostré intra-sito e
Inter.-sitio una reproducibilidad de £95%.

Prueba confirmatoria de BLEES

Para determinar la precision de la prueba confirmatoria de BLEES, se realizaron
pruebas con multiples sitios y aislados clinicos. Los resultados obtenidos en el
panel Phoenix fueron comparados con los obtenidos en la CLSI para BLEES.
Porcentaje Positivo = 183/189 = 96.8%

Porcentaje Negativo = 780/812 = 96.1%

Porcentaje Overall = 963/1001 = 96.2%

La clinica, la conservacion y el aislamiento fueron probados a través de multiples
sitios clinicos para determinar el Acuerdo Esencial (EA) y el Acuerdo de Categoria
(CA) del sistema de Phoenix al método de referencia de microdilucién en caldo
CLSI. El Acuerdo Esencial ocurre cuando el MIC del sistema Phoenix y el método
de referencia esta de acuerdo exactamente o es dentro de * 1 dilucién el uno del
otro. El Acuerdo de Categoria ocurre cuando los resultados de sistema Phoenix
estan de acuerdo con el método de referencia en lo que concierne a los criterios
CLSI categdricos interpretativos (susceptible, intermedio, resistente). Ademas, se
probé que utilizando muestras de multiples sitios clinicos demostro
reproducibilidad al menos del 95 % o mayor dentro de £ 1 dilucién doble para
todos los agentes antimicrobianos.
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