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Resumen

Se evaluaron varios plasmas de diferentes especies y se trabajo un total de 106 cepas, por los problemas
€ticos que impone este plasma, asi como la baja sensibilidad en laidentificacion de cepas de
Staphylococcus aureus. Esta se realiza en |os laboratorios microbiol 6gicos de lared hospitalaria
nacional con plasma de origen humano. Se estudi6 € efecto de ladilucidn, del tiempo de incubacion, asi
como lainfluencia del sexo en laidentificacion de las cepas positivas (indice de positividad). Se
determinaron las condiciones Optimas de trabgj o, las cuales no difirieron significativamente de los
resultados obtenidos con el plasma de congjo. El plasma humano mostré ser poco efectivo en la
identificacidn de cepas positivas (57,5 %), revelando diferencias significativas con €l plasmade congjoy
del equino (95,3 y 94,3 %, respectivamente). Los resultados aqui obtenidos sugieren la sustitucion del
plasma humano por el plasma equino en los laboratorios microbiol 6gicos para la identificacion de este
microorganismo patdgeno. Este plasma mostro ser estable a- 20 °C por un periodo de 12 meses.
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El género Staphyl ococcus perteneciente ala familia Micrococceae esta formado por alrededor de 30

especies, muchas de |as cuales son patdgenas parael hombre.1.2 Entre |as més importantes se encuentran
S aureus, S epidermidisy S saprophyticus. Estos microorganismos pueden causar enfermedades tanto
por su capacidad de multiplicacion y extension en los tejidos, como por la produccion de sustancias

extracel ulares que interaccionan con receptores especificos que se encuentran en la superficie celular.34

La propiedad de coagular el plasma descalcificado se conoce como reaccidn coagulasa positiva®6 y es
tipica del Saphylococcus aureus, debido ala produccion de una enzima denominada coagulasa libre
(estafilocoagulasa), la mayoria de las demés especies del género no tienen la capacidad de producirlay
son conocidas como coagulasa negativa,3:.7 por |o que usua mente no son patdégenas paralos animales
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y el hombre. Se ha determinado que existe una correlacion positiva entre lavirulenciaen € humanoy la
produccién de la estafilocoagul asa.8

Recién se han identificado factores que intervienen en los mecanismos de la coagulacion como son la
proteina A de union alafibronectina (fnbA), factor de union ala proteina A clumping factor (clfA), y

factor de union al fibrindgeno extracelular (Efb), todos asociados a la patogenicidad de este.9-11

La prueba més importante que se realiza para su identificacion lo constituye la prueba de la coagul asa, la
cual es muy practicay sencillade realizar en los laboratorios microbiol 6gicos. El diagndstico de este
microorganismo ha evolucionado marcadamente y varios son |os métodos que pueden realizarse para
tales fines como son: el ensayo de la coagulasa en tubo, ensayo en lamina, €l ensayo de la nucleasa
termoestable, el empleo de latex, y por ultimo, € desarrollo de sistemas inmunoenzimaticos
(ELISA).39.11-16

En los laboratorios microbiol gicos de las entidades de salud cubana se utiliza de formarutinaria el
plasma humano pararealizar esta técnica, apesar de las limitaciones éticas que este producto presenta,
asi como €l desvio del producto destinado a las transfusiones de pacientes necesitados. La literatura
revisada indica que e plasma de congjo brindalos mejores indices en la deteccién del patdgeno cuando
se compara con otros plasmas animales. Dada las limitaciones en |a obtencién de grandes vol imenes,
necesarios para suplir las demandas de |os laboratorios de la regién centro oriental de Cuba con plasma
de esta especie, asi como la discrepancia encontrada en la literatura sobre la efectividad del plasma
equino, los autores de este estudio se propusieron definir mediante un estudio estadistico la existencia de
diferencias significativas entre € plasma equino y de congjo en laidentificacién de cepas de S. aureus,
empleando la técnica de la coagulasa en tubo. L os resultados de la comparacion de los plasmas
obtenidos de diversas especies evidenciaron la calidad del plasma equino. Se determinaron las
condiciones Optimas de trabajo para este plasma, las cuales no difieren significativamente (p< 0,05) en
relacion con |os resultados obtenidos en el plasma de congjo. El plasma humano mostro ser poco
sensible en laidentificacion de cepas positivas, difiriendo significativamente del plasma de conegjo y del
equino. Los resultados agui obtenidos permiten proponer € plasma equino como sustituto del plasma
humano usualmente utilizado en los laboratorios microbiol égicos.

Métodos
Obtencidn del plasma

L os plasmas de | as diferentes especies animales se obtuvieron bajo condiciones experimentales en la
Unidad de Produccion de Biolgicos (Unica de su tipo en el sector de lasalud en el pais) perteneciente a
Centro de Inmunologiay Biologicos (CENIPBI) del Instituto Superior de Ciencias Médicas (ISCM) de
Camaguey.

L as especies estudiadas fueron €l ovino, el bovino y el equino, las cuales fueron comparadas con el
plasma humano por ser el mas empleado en los laboratorios de microbiologia. Se compar6 ademés con
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el plasma de conejo, por ser la especie recomendada en laliteratura. La sangre extraida se colecto en
frascos estériles de cristal de 200 mL. Se dejaron en reposo por 24 h a4 °C, el plasma se obtuvo por
sedimentacion y fue traspasado a frascos estériles para su conservacion a- 20 °C hasta la realizacion de
la prueba.

Cepas utilizadas

Se trabaj6 con un total de 106 muestras de cepas positivas aisladas de pacientes adultos y nifios
hospitalizados y de consultas externas. Se utiliz6 como control 1a cepa de referencia del Saphylococcus
aureus ATCC 25923, donada por el Centro de Ingenieria Genéticay Biotecnologia (CIGB) de
Camaguey, asi como controles negativos y positivos donados por €l Hospital Provincial "Manuel
Ascunce Domenech”.

Prueba de la coagulasa

El medio de cultivo empleado para la prueba de la coagulasa en tubo fue € caldo corazén. El agar
nutriente se utilizo para € traslado y mantenimiento de las cepas. La prueba de la coagulasa se realizo
inoculando y homogenei zando bien una asada del cultivo en el tubo que conteniael medio.l” Unavez
inoculados todos los tubos se agregd €l plasma a las diluciones en estudio y se incubaron a 37 °C. El
ensayo es positivo si se forma un coagulo compacto que comprometa 3/4 del volumen de plasma que
contiene €l tubo 0 més.18

Tiempo de reaccion y diluciones de trabajo

Laslecturassellevaron acabo alas 2, 4,y 24 h. Serealizaron inclinando €l tubo de ensayo ligeramente
para observar la presencia o no del coagulo. Se plantearon 4 diluciones, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10. Se utilizo
como diluente la solucién salinaa 0,9 %.

Estudio de la influencia del sexo sobre el indice de positividad

Se empled e ensayo de la coagulasa en tubo descrito con anterioridad para este estudio. El nUmero de
muestras fue de n= 30 y para la seleccion de los casos positivos se siguio €l criterio de clasificacion del
coagulo, antes mencionado. El plasma animal seleccionado para este ensayo fue €l equino, y se trabaj6
con ladilucion 1/4.

Estabilidad del plasma

L as pruebas de estabilidad se realizaron por e método conocido como “ensayo atiempo real”. La
variable seleccionada para el estudio fue la coagulacion del plasma medida mediante el ensayo en tubo.
La actividad biologica se midio por la capacidad de |os factores plasméticos de permitir la coagulacion
mediada por |la estafilocoagulasa, a 2 temperaturas mencionadas anteriormente. Se utilizaron la cepa de
referencia (ATCC 25923) y |os respectivos controles negativos y positivos de Staphyl ococcus aureus (4
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cepas de cada uno). La dilucién ensayada en este estudio fue 1/4. Las pruebas se llevaron acabo a4 °Cy
a- 20°Cy fueron realizadas a 3 lotes del plasma equino. Los ensayos se |levaron a cabo en los meses 0,

1,2, 3, 6,9y 12 segln laliteratura consultada. 1920

Andlisis estadistico
Se utilizo e paguete estadistico Systat version 5.0 del 92.

La estadistica no paramétrica fue empleada en €l estudio, dada |a falta de supuestos parala
conformacién de una prueba paramétrica. Latabla de contingenciade 2 x 2 y la prueba de X2 fue
empleada para el procesamiento de los datos, segiin Sgarroa.2!

Resultados
Comparacioén de los diferentes plasmas de origen animal

Con € objetivo de evaluar el efecto de cada plasma animal sobre €l indice de casos positivos, se
comparo un total de 5 plasmas de especies diferentes, tomando como referencia el de congjo, dado lo
planteado en la literatura revisada, donde se recomienda su uso por su rgpida formacion de un coagulo
firme en el plasma en relacién con otros.

En lafigura 1 se muestra una comparacion entre todos los plasmas utilizados en el ensayo basada en la
identificacion de los casos positivos (n= 106) alas 24 h, tomando como dilucion 1/4. Como se observa,
los plasmas con mejores resultados en laidentificacion de casos de S. aureus coagul asa positivo fueron
el decongoy el equino (95,3 y 94,3 %, respectivamente), no existiendo diferencias significativas para
p< 0,05. Por € contrario existieron diferencias significativas entre estos 2 plasmas y el plasma humano
(p=1,09*10%) donde se identificaron solo 61 casos positivos para 57,5 %.
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Fig. 1. Comparacién del indice de positividad obtenido mediante el uso de plasmas de origen animal alas24 hy con
ladilucion Y. El dato sobre |a barra esta expresado en porcentagje.

Relacion del sexo con el indice de positividad

Fue de interés conocer si €l sexo influye sobre €l indice de positividad en laidentificacion de cepas
positivas de S. aureus, paralo cual se disefid un experimento donde se compararon los plasmas
obtenidos de los 2 sexos equinos. El estudio realizado con 30 cepas procedentes del hospital provincial,
no revel 6 diferencias significativas entre ambos plasmas (p= 1) parauna p< 0,05.

Evaluacion del efecto de la dilucién en la identificacion de cepas positivas

Existen diferentes criterios sobre la dilucién éptimadel plasma empleada para €l ensayo en tubo, donde
las sugerencias van desde el uso del plasma puro, hasta la utilizacion de una dilucion de 1/10. Los
resultados obtenidos muestran que esta variable afecta el indice de positividad en mayor o menor grado,
en dependencia de las especies. (figs. 2 A y B).
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Fig. 2. Efecto de ladilucion sobre el indice de positividad de cada plasmaen estudio alas4 h (A) y alas 24 h (B).

Ladilucion afecto notablemente la cuantificacion de los casos positivos, disminuyendo este indice en la
medida que aumento esta.

Efecto del tiempo de incubacién

Objetivo de este trabajo fue evaluar €l efecto del tiempo de incubacion sobre la identificacion de casos
positivos, con el fin de proponer un instructivo o prospecto de trabajo en los |aboratorios

microbiol 6gicos. Paratodos |os plasmas ensayados existié una correlacién positiva del tiempo de
incubacion con los casos positivos identificados (fig. 3).
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Fig. 3. Efecto del tiempo de incubacién sobre el indice de positividad de los plasmas humano, equino y de conejo.
Sobre la barra se muestra el porcentaje de casos positivos identificados.

Estabilidad

Los ensayos realizados a la temperatura de 4 °C fueron suspendidos en el mes 1, dada lainestabilidad
mostrada por €l producto desde €l inicio (mes 0), observandose patrones de coagulacion incongruentes
entre las cepas seleccionadas. En cambio, € producto almacenado a - 20 °C, se mantuvo estable, no
afectandose el indice de positividad (tabla). Las cepas positivas y de referencia reaccionaron formando
un codgulo en el plasmaen 100 % de los casos, durante |os 12 meses analizados. Lo contrario ocurrio
con las 4 cepas negativas empleadas, donde no se observo e efecto de |a estafil ocoagul asa.

Tabla. Ensayo de estabilidad atiempo real realizada a plasma equino en unadilucion de 1/4. Estudio de
12 meses. Se muestran |os porcentgjes de reacciones coagul asas positivos en cada mes
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0 1 2 3 16 9 12

Cepas negativas 0 10 10 0 0 0 10

Cepas positivas 100 100 100 100 100 100 100

Cepa de referencia |100 100 100 100 100 100 100

Se demostro la esterilidad del plasma equino paratodos los meses estudiados, al resultar negativala
prueba del tioglicolato. De igual formael cultivo en medio BHI no mostré autocoagulacion del plasma,
lo cual evidencio que este producto se mantuvo en 6ptimas condiciones de esterilidad durante el tiempo
de estudio.

Discusion
Comparacién entre los indices de positividad obtenidos para los diferentes plasmas estudiados

L os resultados aqui obtenidos confirmaron las limitaciones que presenta el uso del plasma humano en
esta técnica, donde un gran numero de fal sos negativos (43,5 %) son informados con larepercusion en el
tratamiento del paciente por parte del especialista. Este resultado esimportante, si se tiene en cuenta que
el plasma humano es utilizado en la gran mayoria de los laboratorios microbiol 6gicos de lared naciona
de salud. Este estudio se contrapone a realizado por algunos autores quienes recomiendan el plasma
humano en sustitucion del plasma de conejo debido a su mayor disponibilidad.22-24 El plasma humano
ademés de las limitaciones éticas ya conocidas, presenta otros inconvenientes paralarealizacion de esta
prueba, entre |os que se encuentran, la pérdida de actividad biol 6gica de |a estafilocoagulasa por la
presencia de anticuerpos humanos presentes en este plasma, o de medi camentos como |os antibi6ticos
por su conocida accién inhibitoria, 2 1o que sin dudas constituyen limitaciones para su utilizacion.

L os resultados obtenidos con |os plasmas bovino y ovino fueron los esperados, segun lo conocido por la
literatura revisaday concuerdan con los datos publicados por Conway y Steel.12 Una causa probable de
estos bgjos indices de casos positivos identificados, puede deberse a lafata de factores bioquimicos
involucrados en esta reaccion en ambas especies. Se ha planteado que estas diferencias entre especies
estan relacionadas con la presencia del factor reactivo de la coagulasa (FRC) y su concentracion en el
plasma animal. Los trabajos descritos por Orth y otros,24 en estudios |levados a cabo con plasmas de
diferentes especies animales, plantearon que la concentracion de este factor (FRC) es méximaen €
plasma humano, seguida del cerdo, congjo y equino, donde las cifras mas bajas estuvieron en el bovino,
polloy ovino. Este informe es contradictorio, si se tiene en cuenta la poca efectividad (57,5 %) mostrada
por el plasma humano, en |os experimentos aqui realizados. En la actualidad no se encontré en la
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literatura consultada, |as causas real es de estas diferencias interespecificas. Experimentos que las
identifiquen deberan ser disefiados. El resultado més relevante se obtuvo con e plasma equino. En la
literatura consultada se encontraron pocos trabgj os que emplearon este plasmay en algunas los
resultados no fueron tan eficientes como los altos indices aqui mostrados, comparable con los indices
obtenidos con el plasma de congjo (94,3 y 95,3 %, respectivamente).

Sexo y positividad: no existe reporte alguno de lainfluencia que puede tener el sexo del animal del cual
es extraido el plasma sobre la prueba de la coagulasa en tubo, si se tiene en cuenta que las hormonas
sexuales pueden interferir con estareaccion in vitro. Los resultados agui obtenidos no mostraron
diferencias significativas (p= 1) entre los 2 sexos y sugieren el uso del plasma equino por parte de los
|aboratorios microbiol 6gicos independientemente del sexo, siendo este el primer reporte que asocia el
ensayo aestavariable.

Efecto de ladilucion: es notable el efecto negativo que causa esta variable sobre el ensayo en tubo de la
coagulasa, el efecto menos marcado se observo en la especie cunicula, donde no existieron diferencias
significativas (p= 0,6) entre los puntos estudiados, |0 que sugiere su uso en cualquiera de estas
diluciones. Los restantes plasmas se vieron afectados por esta variable. No obstante el plasma equino
mostro resultados superiores a humano, bovino y ovino. Llamo la atencién e efecto que causo la
dilucion del plasma humano, s se tiene en cuenta que este es € plasma que con mayor frecuencia se
utiliza en los laboratorios microbiol 6gicos, donde usual mente se trabaja a una dilucion de 1/5. Cuando la
incubacion se llevo a cabo durante 24 h, este plasma mostro diferencias significativas entre /2y 1/4 (p=
0,0035) y entre 1/4 y 1/8 (p= 0,00013), dejandose de identificar 40 casos en la primeradilucion y mas de
60 casos positivos en la segunda; |o que influye negativamente en €l diagndstico efectivo del
microorganismo. Contrapuesto a este resultado fueron los datos obtenidos con €l plasma equino, que
permitio identificar 40 cepas coagulasa positiva en ladilucion 1/4 no logradas con €l plasma humano, lo
cual tiene sin dudas una importancia practica.

Seguin Harper y Conway,14 a aumentar ladilucién del plasma, la concentracion de los factores
involucrados en |a reaccion disminuye, viéndose af ectadas aquel las entidades con baja actividad
biol 6gica de su enzima estafilocoagul asa.

Efecto del tiempo de incubacién

En lafigura 3, solo se muestran los resultados obtenidos con los 3 plasmas de mayor interés en €
estudio, utilizando como dilucién 1/4 paratodos los casos, por ser estala dilucion de trabajo Optima para
el uso del plasma equino. No obstante, el efecto del tiempo de incubacion sobre € indice de positividad
fue observado en todas | as diluciones ensayadas. Dado |0s bajos val ores determinados con |os plasmas
ovino y bovino, no se reflgjaron sus resultados en lafigura.

Como muestralalecturaalas 2 h de incubacion, € niUmero de casos identificados para cada uno de los
sueros es minimo (humano 0 %y equino 12,3 %) excepto para el conejo, donde se identifico 63,2 % de
los casos, 1o cual indica que laevaluacion del codgulo en este tiempo es inefectivay por consiguiente no
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recomendada.

L os resultados obtenidos en este trabajo confirman estadisticamente, la factibilidad que tiene el empleo
del plasma equino pararealizar la prueba de la coagulasa en tubo por parte de los laboratorios
microbiolgicos. El empleo del producto propuesto (PlasmEq) eleva el indice de positividad en relacion
con el plasma humano utilizado con frecuencia en estos laboratorios, y eliminalos riesgos biol 6gicos a
los que esta expuesto el personal técnico, asi como las limitaciones éticas que el suero humano impone.
En conclusion este plasma no difiere del plasma de conejo (tradicional mente recomendado en la
literatura), en las condiciones que agui se proponen para su empleo (dilucion /4y 24 h de incubacion) y
permite como fuente animal, la obtencion de grandes volumenes para su distribucion alos laboratorios
microbiol6gicos de lared de la provincia de Camagley, a mostrar ser muy estable a - 20 °C,

cumpliendo las normativas establecidas por € CECMED para |os diagnosticadotes. 19

Equine plasma as a substitute of human plasma in the identification of
Staphylococcus aureus in microbiology laboratories

Summary

Various plasmas from different species were evaluated and work was done on atotal of 106 strains, due
to the ethical problems posed by this plasma, as well asto the low sensitivity in the identification of
Staphylococcus aureus strains that is carried out in the microbiological laboratories of the national
hospital network with plasma of human origin. The dilution effect, the incubation time, and the
influence of sex on the identification of positive strains (positivity index) were studied. The optimal
working conditions, which were not significantly different from the results obtained with rabbit plasma,
were determined. Human plasma proved to be little effective in the identification of positive strains
(57,5 %), showing marked differences from the rabbit and equine plasma (95,3 y 94,3 %, respectively).
The results obtained suggest the substitution of human plasmafor equine plasmain the microbiological
laboratories for identifying this pathogenic microorganism. This plasma demonstrated to be steady at -
20 °C for 12 months.

Key words. Staphylococcus aureus, plasma, coagulase.
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