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1. UTILIDAD

DrySpot Staphytect Plus™ es una prueba de aglutinacion
de latex! en porta para la diferenciacion del Staphylococcus
aureus que poseen el factor de agregacion (“clumping factor”),
Proteina Ay cierto polisacarido capsular encontrado en las cepas
meticilinresistentes  MRSA (del inglés “methicillin-resistant”
S. aureus), de aquellos que no poseen estas propiedades.

2. PRINCIPIOS DE LA PRUEBA

Tradicionalmente, la diferenciacion entre estafilococos coagulasa
positivos y coagulasa negativos ha venido realizindose mediante
la prueba de coagulasa en tubo que detecta la estafilocoagulasa
extracelular o bien mediante pruebas de coagulasa en
portaobjetos que detectan la coagulasa unida (“clumping factor”)
presente en la superficie celular bacteriana. También hay otras
pruebas disponibles incluyendo la de hemaglutinacion pasiva
(Staphylase DR-595 de Oxoid) y la prueba de DNasa.

Alrededor del 97% de las cepas de Staphylococcus aureus de
procedencia humana poseen ambas coagulasas, la unida y la
estafilocoagulasa extracelular.

La Proteina A se encuentra en la superficie celular de
aproximadamente el 95% de los S. aureus humanos y tiene la
facultad de unirse al fragmento Fc de la inmunoglobulina G (1gG)%.

Ciertas cepas de S. aureus meticilin-resistentes (MRSA) pueden
expresar cantidades indetectables de factor de agregacion
(“clumping factor”) y de Proteina A**°. No obstante, se ha
observado que todas esas cepas poseen polisacarido capsular®.
La capsula puede enmascarar tanto a la Proteina A como al
“clumping factor”, obstaculizando la aglutinacién.

DrySpot Staphytect Plus utiliza particulas de latex azules unidas
a fibrinégeno porcino e 1gG de conejo que incluyen anticuerpos
policlonales frente a los polisacéridos capsulares de S. aureus’®.

El reactivo se presenta desecado en la tarjeta de reaccion.
Cuando el reactivo de la tarjeta se mezcla con colonias de S.
aureus emulsionadas en solucién salina se da una aglutinacion
por reaccién entre (i) el fibrinégeno y el “clumping factor”, (ii)
el fragmento Fc de la IgG y la Proteina A, y (iii) 1gG especifica y
el polisacédrido capsular. La aglutinacion puede darse con otras
especies que posean “clumping factor” o Proteina A, como
Staphylococcus hyicus y Staphylococcus intermedius. Si no estd
presente el “clumping factor”, la Proteina A ni los polisacaridos
capsulares especificos, no se producird aglutinacion y el
resultado sera considerado como negativo. Los aislamientos de
estafilococos mas frecuentemente coagulasa y Proteina A
negativos son Staphylococcus epidermidis.

3. COMPONENTES DEL EQUIPO
Tarjetas Reactivo DrySpot Staphytect Plus.

Particulas azules de latex recubiertas con fibrinégeno porcino e
IgG de conejo junto a anticuerpos policlonales especificos frente
a polisacédridos capsulares de S. aureus (area de reaccidén de
prueba).

Particulas azules de latex sensibilizadas con globulina no reactiva
(4rea de reaccion de control).

4 bolsas que contienen 10 tarjetas y un saquito absorbente de
humedad. Hay 3 areas de pruebay 3 areas control en cada tarjeta.
Con un total de 120 pruebas.

Pinza de plastico para conservar las bolsas abiertas.

Folleto de instrucciones.

4. MATERIAL REQUERIDO Y NO SUMINISTRADO
Solucién Salina (0,85%)

Cronémetro

Pipeta o goteador (50 pl)

Asa microbioldgica estéril

Desinfectante de laboratorio apropiado

Control positivo: cepa de S. aureus, como ATCC® 25923

Control negativo: cepa de S. epidermidis, como ATCC® 12228.

5. PRECAUCIONES

Este producto es para diagndstico in vitro exclusivamente.

Las muestras pueden contener microorganismos patégenos.
Manipular con las debidas precauciones.

6. CONSERVACION Y APERTURA DE BOLSAS

El equipo debe conservarse entre 2° y 25°C. Si se mantiene en
un ambiente frio permitir que las bolsas se estabilicen a la
temperatura ambiente antes de su apertura para prevenir la
formacién de condensacion en las tarjetas. Si absorben humedad
los reactivos DrySpot se deteriorardn y daran falsos resultados.

Abrir las bolsas cortando con una tijera justo por debajo del sello.

Una vez abiertas, extraer el nimero de tarjetas requeridas para
las pruebas inmediatas. (Realizar la prueba en un maximo de 10
minutos) y cerrar seguidamente la bolsa, mediante la pinza de
plastico que se suministra.

Si se hace uso de un nimero de pruebas menor, cortar la tarjeta
de reaccion por las lineas indicadas y devolver las porciones no
utilizadas a la bolsa. No introducir areas de reaccién utilizadas en
la bolsa, ya que se contaminara el resto de las tarjetas.

En estas condiciones, los reactivos permaneceran activos hasta la
fecha de caducidad que figura en la caja del equipo.

7. PROCEDIMIENTOS DE CONTROL

En cada ocasion en que se utilice el equipo, deben realizarse los
siguientes procedimientos de control:

1. Control Positivo: Utilizar una cepa conocida de S. aureus,
como la ATCC® 25923 (Thermo Scientific Culti-Loops™
R4607010). Seguir el método que figura en Procedimiento
de la Prueba. Asegurese de que la aglutinacién se produce
antes de 20 segundos.

2. Control Negativo: Utilizar una cepa conocida de
S. epidermidis, como la ATCC® 12228 (Thermo Scientific
Culti-Loops™ R4606500). Seguir el método que figura en
Procedimiento de la Prueba. Asegurarse que el reactivo
permanece disperso y no aglutinado durante los 20
segundos de la prueba.

No utilizar la prueba si las reacciones con los microorganismos

control son incorrectas.

8. NOTAS IMPORTANTES AL PROCEDIMIENTO

No tocar las dreas comprendidas dentro de los circulos de la
tarjeta de reaccion. Ya que pueden contaminarse y, por tanto,
afectar a los resultados.

En ambientes con alta humedad, no dejar las bolsas de pldstico
abiertas mas de 2 minutos. Si hay evidencias de humedad en las
areas de reaccion, no utilizarlas.

No afiadir la solucién salina directamente sobre las dreas con
reactivo desecado.

Las pinzas para cerrar las bolsas deben guardarse para futuros
usos, permitiendo tener abiertos diferentes paquetes.

Aunque la conservacion del equipo o de las bolsas a temperatura
ambiente es apropiada, no hacerlo cerca de fuentes de calor
o cuando la luz del sol pueda provocar un aumento de la
temperatura.

Recoger de la placa de cultivo la suficiente cantidad de
microorganismos; si fuera insuficiente, se producirdn resultados
falsos negativos.

9. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Consultese un manual estdndar para conocer los detalles de toma
y preparacién de las muestras®.

Se pueden analizar colonias de gérmenes grampositivos, catalasa
positiva, obtenidas en alguno de los medios de cultivo siguientes:

Agar sangre, agar nutritivo, agar triptona soja, agar triptona
soja con 5% de sangre, agar manitol sal, agar Columbia sangre,
agar Columbia CNA, agar Mueller-Hinton con 5% de sangre, agar
Baird-Parker, agar CLED, agar IsoSensitest, agar IsoSensitest con
5% de sangre, agar de Criba de Resistencia a Oxacilina (Oxacillin
Resistance Screening Agar) (ORSA). Brilliance MRSA 2 Agar

Se recomienda el uso de cultivos frescos (18 a 36 horas de

incubacion). La tendencia de las colonias a autoaglutinar aumenta

con periodos de incubacién superiores a 36 horas.

10.  METODO ESTANDAR DE LA PRUEBA

1. Afiada 1 gota (50 pl) de suero fisioldgico (0,85%) a los circulos
pequefios (al fondo de cada édrea oval), de cada una de las
dos areas de reaccidn, prueba y control), asegurandose
de que el liquido no se mezcle con los reactivos de latex
desecados.

2. Utilice un asa estéril recoger el equivalente de 5 colonias
presuntamente estafilocécicas de tamafio promedio
(equivalente a un didmetro de crecimiento de 2-3 mm),
obtenidas en una placa de cultivo y emulsionelas con esmero
en la gota de suero fisiolégico.

3. Con el asa estéril, mezcle la suspensién extendiéndola
hacia las manchas de Latex Control desecado, hasta que
éste se haya resuspendido completamente y cubra toda el
drea de reaccién. Deseche el asa segun los procedimientos
adecuados.

4. Utilizando un asa nueva proceda de la misma manera con
el Latex de Prueba.

5. Haga girar la tarjeta a mano durante 20 segundos y observe
si aparece aglutinacion bajo condiciones normales de
iluminacién. No utilice lentes de aumento.

6. Una vez finalizada la prueba, deseche las tarjetas de reaccion
en un recipiente con desinfectante.

11. METODO PARA EL OXACILLIN RESISTANCE
SCREENING AGAR
1. Utilice un asa estéril para recoger el equivalente de 5

colonias presuntamente estafilocécicas de tamafio promedio
(equivalente a un diametro de crecimiento de 2-3 mm), a
partir de la placa de cultivo y extiéndalas por el drea reactiva de
control, formando una capa fina, sin tocar el reactivo de latex.

2. Afiada una gota de suero fisioldgico (0,85%) directamente
sobre la capa de cultivo para conseguir una suspension
uniforme y mezcle INMEDIATAMENTE.

3-6. Siga las instrucciones del Método Estdndar.

12. LECTURA E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Resultado positivo

Se considera resultado positivo si se produce la aglutinacién de
las particulas azules de latex en un maximo de 20 segundos. Esto
indica la presencia presumible de S. aureus.

Resultado negativo

Se considera resultado negativo si no se da aglutinacion vy
permanece una suspensiéon azul homogénea en las dreas de
reaccion en un maximo de 20 segundos. Esto indica que el
aislamiento no es, presumiblemente, de S. aureus.

Resultado equivoco

Una ligera granulacién en el latex de prueba sin cambios en el
aspecto del latex de control se interpretard como un resultado
equivoco. Se volveran a analizar las cepas después del subcultivo
en un medio no selectivo.

Resultados ininterpretables

La prueba se considera ininterpretable si el reactivo control
muestra aglutinacién, lo cual indica que el cultivo es
autoaglutinable.

Reacciones granulares o de aspecto fibroso

En ocasiones, pueden verse reacciones granulares o de aspecto
fibroso debido a la naturaleza particulada del material de prueba.
Cuando se produzcan tales reacciones, deben interpretarse con
el siguiente criterio:

El resultado es positivo cuando el aclaramiento del fondo azul es
mayor con el reactivo de prueba que el que se da con el reactivo
de control.

El resultado es negativo cuando no hay cambios significativos en
el aclaramiento del fondo azul entre los reactivos de prueba y
control.

Deben ignorarse las reacciones que se produzcan después de 20
segundos.

13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. La tendencia de las colonias aisladas a la autoaglutinacion

aumenta con periodos de incubacién superiores al
recomendado de 36 horas.

2. El anticuerpo utilizado en al Staphytect Plus se ha optimizado
para evitar la potencial reactividad cruzada con antigenos
comunes con los estafilococos coagulasa negativa. Se debe
tener en cuenta que ello ha provocado una disminucién de
la sensibilidad con algunas razas MRSA tipo 18°.

3. Algunas especies de estafilococos diferentes de S. aureus,
particularmente S. hyicus, S. intermedius, S. lugdunensis,
S. xylosus, S. schleiferi y S. haemolyticus**'**3, pueden
producir resultados positivos en pruebas de coagulasa
y/o métodos rapidos de aglutinacion de latex. En caso
necesario, estas especies se pueden diferenciar por métodos
bioquimicos, p.e. mediante el uso de una prueba para la



determinacion de actividad PYRazinamidasa (Oxoid O.B.I.S.
PYR IDO580M). S. aureus y S. hyicus son PYRazinamidasa
negativa, mientras que las otras especies antecitadas
son positivas'>*. S. hyicus y S. intermedius se aislan muy
raramente en el laboratorio clinico.

4. Los estafilococos aislados de orina que den un resultado
débilmente positivo en el Staphytect Plus pueden ser
Staphylococcus saprophyticus®’. Dichos aislados pueden ser
identificados mediante pruebas bioquimicas adicionales,
como la resistencia a novobiocina (S. saprophyticus es
resistente a la novobiocina).

5. Algunos estreptococos y, con toda probabilidad, otros
microorganismos que poseen factores fijadores de
inmunoglobulinas o plasma pueden reaccionar en las
pruebas de latex y algunas especies, como Escherichia coli,
son capaces de aglutinar inespecificamente las particulas de
latex!®1°, Para evitar estos resultados inespecificos se debe
realizar una tincion de Gram, a fin de garantizar que se esta
trabajando unicamente con estafilococos tipicos.

14. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Se ha llevado a cabo una evaluacién del equipo DrySpot

Staphytect Plus de Oxoid en los estudios que se mencionan a

continuacién. Sin embargo, obsérvese que el S. aureus muestra

importantes variaciones antigénicas con respecto a sus distintas
localizaciones geograficas.

Estudio clinico

Se evalud el método DrySpot Staphytect Plus de Oxoid en un
gran hospital docente australiano, utilizando un total de 300
aislamientos con la coagulasa en tubo como método estédndar.
En el andlisis de los datos que se menciona a continuacién, se
han omitido los resultados de las cepas conocidas por presentar
reacciones cruzadas'*'>*3* y los resultados de las cepas
autoaglutinantes (n=284). La sensibilidad relativa fue del 100% y
la especificidad relativa fue del 96,3%.

Estudio industrial

Se evalué el comportamiento de la prueba DrySpot Staphytect
Plus de Oxoid en laboratorios de alimentos, en el marco de
un estudio multicéntrico desarrollado en el Reino Unido. Se
evaluaron 621 muestras en total, formadas por colonias tomadas
de agar Baird-Parker que se habian inoculado con alimentos
o material ambiental. El método estandar utilizado fue el de
coagulasa en tubo. En el andlisis de los datos que se menciona a
continuacién, se han omitido los resultados de las cepas conocidas
por presentar reacciones cruzadas'**>*3 y |os resultados de las
cepas autoaglutinantes (n=603). La sensibilidad relativa fue del
98,4% y la especificidad relativa fue del 96,9%.
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