STAPHYTECT PLUS
DRO850

1. UTILIDAD

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

2. PRINCIPIOS DE LA PRUEBA

Tradicionalmente, la diferenciacién 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 lainmunoglobulina G (IgG)%.
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Ciertas cepas de S. aureus meticilinresistentes (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. Staphytect Plus
utiliza particulas de latex azules unidas a fibrinégeno porcino e
IgG de conejo que incluyen anticuerpos policlonales frente a los
polisacaridos capsulares de S. aureus’®.

Cuando el reactivo se mezcla en una tarjeta de reaccién con
colonias de S. aureus, se produce una aglutinacién porreaccion
entre (i) el fibrindgeno y el “clumping factor”, (ii) el fragmento
Fc de la IgG y la Proteina A, (iii) la IgG especifica y el polisacarido
capsular. La aglutinacién 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 polisacédridos capsulares
especificos, no se producird aglutinacién y el resultado sera
considerado como negativo. Los aislamientos de estafilococos
mds frecuentemente coagulasa y Proteina A negativos son
Staphylococcus epidermidis.

3. COMPONENTES DEL EQUIPO (DR850M)
DR851M Staphytect Plus, Reactivo de Prueba (5,6 ml).

Particulas azules de latex con fibrindgeno porcino e IgG de conejo
junto a anticuerpos policlonales especificos frente a polisacaridos
capsulares de S. aureus. Cada frasco contiene reactivo suficiente
para W 100 pruebas.

DR852M Staphytect Plus, Reactivo de Control (5,6 ml).

Particulas de latex azules no 20 sensibilizadas. Cada frasco
contiene suficiente reactivo para 100 pruebas.

DR500G Tarjetas de Reaccion. Cada equipo contiene 35 Tarjetas
de Reaccidén desechables.

[E Folleto de instrucciones.

4. MATERIAL REQUERIDO Y NO SUMINISTRADO
Cronometro

Asa microbioldgica

Desinfectante 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.

No congelar.

Los reactivos contienen 0,095% de azida sddica como conservante.
La azida sddica es toxica y puede reaccionar con el plomo o cobre
de las tuberias produciendo azidas metdlicas que pueden ser
explosivas. Para prevenir su acumulaciéon en las tuberias, dejar
correr abundante agua cuando se desechen por esta via.

Xn Nocivo

X

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

R22 Nocivo por ingestion.

$36 Usese indumentaria protectora
adecuada

6. CONSERVACION

8C
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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:

7.1.

El equipo debe conservarse entre 2° y 8°C, protegido
de la luz solar directa u otras fuentes de calor. No
congelar.

Control Positivo: Utilizar una cepa conocida de S. aureus
como la ATCC 25923 (Culti-LoopTM R4607010). Seguir
el método que figura en Procedimiento de la Prueba.
Asegurarse de que la aglutinacién se produce antes de 20
segundos.

7.2. Control Negativo: Utilizar una cepa conocida de S.
epidermidis, como la ATCC 12228 (Culti-Loop™ R460500).
Seguir el método que figura en Procedimiento de la Prueba.
Asegurarse de 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.

Notas importantes al procedimiento

No permitir que los reactivos se contaminen por permitir que el
goteador toque la muestra sobre la tarjeta de reaccion.

Asegurarse de que los tapones estan bien puestos tras utilizar los
reactivos para prevenir la contaminacién y la desecacién de los
mismos.

Después de utilizar el equipo, retornarlo a la nevera asegurandose
de que los frascos permanecen boca arriba.

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

8. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Consultese un manual estandar para conocer los detalles de toma
y preparacion 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 Iso.Sensitest

Agar Iso.Sensitest con 5% de Sangre

Agar de Criba de Resistencia a Oxacilina (Oxacillin Resistance
Screening Agar) (ORSA).

Se recomienda el uso de cultivos frescos (18 a 36 horas de
incubacion). La tendencia de las colonias a autoaglutinar 24
aumenta con periodos de incubacion superiores a 36 horas.

9. METODO ESTANDAR DE LA PRUEBA

9.1. Deje que los reactivos de latex se atemperen al ambiente.
Asegurese de agitarlos vigorosamente y expulse cualquier
cantidad residual del gotero, a fin de conseguir una

completa mezcla homogénea.

9.2. Dispense una gota de latex de prueba en uno de los circulos
de la tarjeta de reaccion y una gota del latex de control en

el otro circulo.

9.3. Utilice un asa estéril para recoger el equivalente de
5 colonias presuntamente estafilocdcicas de tamafio
promedio (equivalente a un diametro de crecimiento de 2—-3
mm), obtenidas en una placa de cultivo y emulsiénelas con
el Latex de Control. Extienda la mezcla hasta cubrir todo el

circulo. Deseche el asa de forma apropiada.

9.4. Utilizando un asa nueva proceda de lamisma manera con el

Latex de Prueba.

9.5. Haga girar la tarjeta a mano durante 20 segundos y observe
si aparece aglutinacion bajo condiciones normales de

iluminacién. No utilice lentes de aumento.

9.6. Una vez finalizada la prueba, deseche las tarjetas de

reaccion en un recipiente con desinfectante.

9.7. Método para el Oxacillin Resistance Screening Agar

9.7.1 Igual que en el método esténdar.

9.7.2 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
un circulo, formando una capa fina, sin tocar el reactivo

deldtex.

Afiada una gota de ldtex de control directamente
sobre la capa de cultivo para conseguir una suspension

uniforme y mezcle INMEDIATAMENTE.
9.7.4 4-6. Igual que en método estandar.

10. LECTURA E INTERPRETACION DE RESULTADOS
Resultado positivo

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

Resultado negativo

Se considera resultado negativo si no se da aglutinaciéon y
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 granulacion en el latex de prueba sin cambios en al
aspecto del latexd e control se interpretara como un resultado
equivoco. Se volverdn 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 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.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

11.1. La tendencia de las colonias aisladas a la autoaglutinacion
aumenta con periodos de incubacién superiores al
recomendado de 36 horas.

11.2. Elanticuerpo utilizado en el Staphytect Plus se ha optimizado
para evitar la potencial reactividad cruzada con antigenos
comunes con los estafilococos coagulasa negativos. Se debe
tener en cuenta que ello ha provocado una disminucion de



la sensibilidad con algunas razas MRSA tipo 18.1°

11.3. Algunas especies de estafilococos diferentes de S. aureus,
particularmente S. hyicus, S. intermedius, S. lugdunensis,
S. xylosus, S. schleiferi y S. haemolyticus******'*, pueden
producir resultados positivos en pruebas de coagulasa
y/o métodos rapidos de aglutinacién de latex. En caso
necesario, estas especies se pueden diferenciar por
métodos bioquimicos,p.e. mediante el uso de una prueba
para la determinacién de actividad PYR azinamidasa
(Oxoid O.B.L.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.

11.4. 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).

11.5. 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'*2°. Para evitar estos resultados inespecificos se debe
realizar una tincién de Gram, a fin de garantizar que se estd
trabajando unicamente con estafilococos tipicos.

12. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
Se ha llevado a cabo una evaluacion del equipo Staphytect Plus

de Oxoid en los estudios que se mencionan a continuacion.
Sin embargo, obsérvese que el S. aureus muestra importantes
variaciones antigénicas con respecto a sus distintas localizaciones
geograficas.

Estudio Clinico

Se evalu6 el método Staphytect Plus de Oxoid en un gran hospital
francés, utilizando un total de 299 aislamientos con la coagulasa
en tubo como método estandar. En el andlisis de los datos que
se menciona a continuacion, se han omitido los resultados de las
cepas conocidas por presentar reacciones cruzadas*'>314y |os
resultados de las cepas autoaglutinantes (n=283). La sensibilidad
relativa fue del 96,5% vy las especificidad relativa fue del 97,6%.

Estudio Industrial

Se evalud el comportamiento de la prueba 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 estédndar utilizado fue el de coagulasa en
tubo. En el andlisis de los datos que se menciona a continuacion,
se han omitido los resultados de las cepas conocidas por
presentar reacciones cruzadas***!*!*y |os resultados de las cepas
autoaglutinantes 31(n=604). La sensibilidad relativa fue del 97,6%
y la especificidad relativa fue del 97,1%.
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DEFINICIONES DE LOS SiMBOLOS

N¢ del catdlogo

Dispositivos médicos de diagnéstico in vitro

Para uso en laboratorio

Consultar las instrucciones de uso

Limite de temperatura (Temp. de almacenamiento)

Codigo del lote (n2 de lote)

Fecha de caducidad
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Para obtener asistencia técnica, por favor pongase en contacto
con su distribuidor local.
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