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El juego de reactivos MycoDDR de IMMY contiene todos los reactivos requeridos para la digestion y descontaminacion de muestras clinicas para el diagndstico del género Mycobacterium.

RESUMEN y EXPLICACION

Las muestras que se sospeche que contienen flora bacteriana normal, transitoria o contaminante se someteran a un proceso de descontaminacién quimica que permita la recuperacion efectiva de las micobacterias.
(1) El procedimiento y los reactivos de digestion y descontaminacion utilizados en este juego se basan en los descritos por Kubica et al. (2) El compuesto mucolitico N-acetil-L-cisteina (NALC) se combina con una
solucién de hidroxido de sodio y citrato de sodio para digerir la mucosidad mientras que el pH alto del hidréxido de sodio mata cualquier bacteria contaminante. El pH alto de esta solucion también puede matar la
micobacteria después de 15 a 20 minutos, lo que hace el tiempo del proceso de digestién y descontaminacion sea fundamental.

Después del proceso de digestion y descontaminacion, también es fundamental que la solucion vuelva a tener un pH neutro lo mas rapido posible. El reactivo A de NaOH al 3,0 % incluye un reactivo indicador de pH que
cambia de azul cuando el pH es basico a incoloro cuando el pH es casi neutro. Esto permite al técnico de laboratorio titular de manera visual la solucién utilizando el tampdn de neutralizacion B incluido. La solucién resultante
se somete a centrifugacion y se decanta. El granulo de sedimentacién de la muestra resultante se vuelve a suspender en el tampén de resuspension C.

ADVERTENCIAS y PRECAUCIONES

® Solo para uso diagndstico in vitro.

e Se deben tomar precauciones para evitar la contaminacion
cruzada entre las muestras. En un estudio retrospectivo, el 16 %
de 140 casos de tuberculosis multirresistente fueron el resultado
de la contaminacidn cruzada en el laboratorio (3).

PRECAUCIONES DE LOS REACTIVOS

e Elreactivo A de NaOH al 3,0 % contiene hidréxido de sodio, un
quimico cdustico. Tenga cuidado al trabajar con esta solucién.

e Se deben emplear precauciones estdndar contra riesgos
bioldgicos al trabajar con muestras clinicas que pueden
contener células de tuberculosis viables para evitar contaminar
o infectar otras muestras o al personal del laboratorio.

REACTIVOS PROPORCIONADOS

Cantidades segun el numero de REF

Reactivo A | Tampdn de | Tampdn de T 6n d
NALC |de NaOH al | neutraliza- resuspen- resaurzp;)r:‘siden
(viales de 3,0% cién B sion C c (bo:)eHas de
300 mg) |(botellas de| (botellas de |(botellas de 60 ml)
60 ml) 30 ml) 3ml)
TBNN1010-3.0 10 10 Ninguno Ninguno Ninguno
TBP300-5 5 Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
TBPN67-60 Ninguno | Ninguno 60 Ninguno Ninguno
. . 8 botellas de . "
TBPN67-8 Ninguno | Ninguno 500 ml Ninguno Ninguno
TBRB30-60 Ninguno | Ninguno Ninguno 60 Ninguno

MATERIALES NO PROPORCIONADOS

e Centrifugadora e Portaobjetos de
microscopio

e Mezclador de vortice e Tubos de
centrifugadora

e Pipetas estériles e Medios de TB

PREPARACION DEL REACTIVO

Nota: El reactivo A de NaOH al 3,0 % permanecerd activo durante

72 horas después de afiadir el reactivo NALC. Para obtener los

mejores resultados, deseche cualquier reactivo restante después

de este periodo.

1. Afloje la tapa del vial del reactivo A de NaOH al 3,0 %.

2. Con la funda de seguridad de pléstico aun colocada, rompa
con cuidado la parte superior de la ampolla de vidrio que
contiene el polvo NALC.

3. Afiada el polvo NALC al vial del reactivo A de NaOH al 3,0 %.
No es necesario rehidratar el polvo NALC sobrante que pueda
quedar en la ampolla en este momento.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO DE LOS REACTIVOS

Los reactivos MycoDDR que se incluyen en este paquete son
estables hasta la fecha de caducidad etiquetada cuando se
almacenan entre 15 °Cy 30 °C.

Después de mezclar el reactivo A de NaOH al 3,0 %y el polvo NALC,
almacene cualquier porcién no utilizada entre 2 °C y 8 °C durante
un maximo de 72 horas. No congele ni caliente a mas de 30 °C. Deje
que el producto alcance la temperatura ambiente antes de usarlo.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras clinicas deben obtenerse y transportarse al laboratorio de
acuerdo con los protocolos y las normas establecidos. Consulte las
pautas institucionales locales para conocer los procedimientos de
obtencidn y transporte requeridos.

Todas las muestras deben manipularse de conformidad con las
pautas de los Centros para el Control y la Prevenciéon de
Enfermedades/Institutos Nacionales de Salud (CDC/NIH) o las
pautas institucionales locales para cualquier suero, sangre u otros
fluidos corporales humanos potencialmente infecciosos. Antes de
desecharlos, esterilice los recipientes de las muestras y otros
materiales contaminados en autoclave.

PROCEDIMIENTO DE PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

1. Coloque las muestras clinicas (en tubos de centrifugadora de
50 ml) en una campana de bioseguridad adecuada antes del
procesamiento.

2. Afloje, pero no quite, las tapas de cada uno de los tubos de
muestras individuales. Es importante abrir solo una muestra a
la vez y evitar el intercambio de tapas.

3. Trabajando con una sola muestra a la vez, pipetee de forma
aséptica un volumen (hasta 10 ml) del reactivo A de NaOH al
3,0 %/reactivo NALC preparado (consulte la seccién Preparacion
del reactivo) igual al volumen de la muestra. Las muestras de mas
de 10 ml de volumen deberan dividirse en dos tubos y procesarse
por separado. Después, los granulos deben combinarse siguiendo
los pasos de sedimentacién/resuspension.

4. Apriete las tapas de los tubos de centrifugadora y mezcle en
vortex cada uno durante aproximadamente 30 segundos.

5. Deje que cada muestra se incube a temperatura ambiente
durante 15 a 20 minutos, y mezcle en vértex brevemente cada
5 minutos.

6. Después del paso de incubacidn, quite la tapa de un solo tubo
de muestra y comience a verter despacio el contenido de un vial
de tampon de neutralizacién B en el tubo. Observe el color del
liquido en el tubo y deje de verter cuando el color de la solucién
haya cambiado a transparente o incoloro.

7. Deseche cualquier tampdn de neutralizacion B restante
después de usarlo.

8. Repita los pasos 6 y 7 para cada muestra individual utilizando
un vial de tampdn de neutralizacién B distinto en cada una. No
vuelva a utilizar el vial en varias muestras ya que esto puede
provocar contaminacién cruzada y arrojar resultados erréneos.

9. Apriete la tapa de cada tubo.

10. Centrifugue cada tubo durante 15 minutos a 3000 x g.

11.Vuelva a colocar los tubos de las muestras en la campana de
bioseguridad.

12.Vierta despacio todo el sobrenadante en un recipiente a prueba
de salpicaduras llenado parcialmente con un desinfectante
adecuado o en un tubo desechable separado para evitar la
contaminacién cruzada.

13.Con una pipeta de transferencia estéril, afada
aproximadamente de 0,5 ml a 1,0 ml de un vial individual de
tampon de resuspension C al granulo y mezcle para volver a
suspender.

14.Prepare los frotis apropiados para la tinciéon para bacterias
acidorresistentes o inocule los medios de cultivo de
conformidad con los protocolos del laboratorio.

15.Afiada 1 ml o 2 ml adicionales de tampdn de resuspension C
(segun los requisitos de volumen del laboratorio) al granulo con
una pipeta de transferencia estéril.

16.Siga las recomendaciones del fabricante para cualquier
procedimiento de diagndstico adicional en los granulos
resuspendidos.

CONTROL DE CALIDAD

Inspeccione de manera visual los tampones para asegurarse de que
sean transparentes o incoloros, con excepcion de la solucién de
reactivo A de NaOH al 3,0 %, que debe ser azul. Deseche cualquier
reactivo que muestre precipitacion, turbidez o enturbiamiento.

NOTAS DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras contaminadas de manera constante con especies de
Pseudomonas pueden requerir un tratamiento adicional con acido
oxalico, como se describe en Kent y Kubica (2).

LIMITACIONES

Es necesario seguir con precision el procedimiento que se describe
arriba. La organizacién del tiempo, la adiciéon de tampones, la
decantacion, etc., incorrectos pueden derivar en la pérdida del
género de Mycobacterium viable y resultados de cultivos
defectuosos.

RESULTADOS ESPERADOS

Se puede esperar la recuperaciéon de organismos del género
Mycobacterium viables si estan presentes en la muestra clinica y se
pueden procesar de acuerdo con este prospecto.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Las muestras que se sometieron a las pruebas de micobacterias
de rutina se procesaron de manera simultdnea con el sistema
Myco-DRR de IMMY y el sistema de la Compaiiia A. A la fecha,

se han analizado 99 muestras en total, 38 muestras pulmonares
(esputo, lavado broncoalveolar, liquido pleural) y 61 muestras
miscelaneas (tejido y heridas). De las 99 muestras, 10 obtuvieron
un resultado positivo de micobacterias. El acuerdo general entre
IMMY y la Compaiiia A es excelente (kappa = 0,878, IC del 95 %:
0,712-1,00).

IMMY Resultado Resultado

\ positivo de negativo de

Comp. A micobaterias micobaterias

Resultado

positivo de 8 0

micobaterias

Resultado

negativo de 2 89

micobaterias
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