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|dentificacion rapida de Staphylococcus aureus
en hemocultivos por medio de la prueba
directa de la coagulasa*®

Ménica Cecilia Cuartas', Olga Lucia Molina', Ana Cristina Restrepo’, Gloria Patricia Marin',
Jorge Hernando Donado?, John Jairo Zuleta®, Jaime Alberto Lopez*

Resumen

La diferenciacion réapida del tipo de estafilococo hallado en los hemocultivos permite establecer
tempranamente un tratamiento apropiadoy evita el inicio de antibi6ticos de tipo glicopéptido.

Objetivo: determinar el rendimiento de la prueba de la coagulasa, hecha directamente con el
contenido de los viales de hemocultivos, en los cuales se detectaba crecimiento de cocos
grampositivos compatibles con estafilococos.

Métodos: en caso de observar en el vial de hemocultivo solo cocos grampositivos compatibles con
estafilococos, se procedia a hacer la prueba directa de la coagulasa, interpretdndola cuatro horas
después. Se hacian subcultivo e identificacién de la bacteria y se comparaba el resultado con el de
la prueba directa.

Resultados: se hicieron 1.518 pruebas de coagulasa directa de las que 411 (27,1%) fueron positivasy
1.107 (72,9%), negativas. Se cultivaron 446 cepas de S. aureusde las que 410 tuvieron la prueba de
coagulasa directa positiva, para una sensibilidad del 91,9%. Solo en un vial de los 411 con la prueba
positiva se aislo un Staphylococcus spp., coagulasa negativa, lo cual determind una especificidad
del 99,8%. El valor predictivo positivo fue 99,7% y el negativo, 96,7%.

Conclusiones: los resultados confirman la utilidad de la prueba de la coagulasa directa en los viales
de hemocultivos para diferenciar oportunamente el tipo de estafilococo cultivado. Se puede emplear
como una prueba presuntiva para decidir el inicio o no del tratamiento empirico del paciente
infectado por cocos grampositivos, al obtener el reporte preliminar de los hemocultivos.
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Summary

Rapid identification of Staphylococcus aureus in blood cultures by
means of the direct tube coagulase test

Rapid differentiation of Staphylococcus spp. strains grown
in bood cultures is the basis for early and appropriate
treatment of S. aureusinfections.

Objective: To evaluate the usefulness of the direct tube
coagulase test done from blood culture vials with
presumptive growth of Staphylococci.

Methods: Direct tube coagulase test was carried out if
only clusters of gram-positive cocci were observed in
the blood culture vials; interpretation was done four hours
later and results were compared with those obtained
with colonies from subcultures.

Results: 1.518 direct tube coagulase tests were carried
out; of them, 411 (27.1%) were positive and 1.107 (72.9%),
negative. Out of the 446 strains of S. aureus that were
isolated, 410 had positive direct tube coagulase test
(sensitivity 91.9%). An additional strain of S. aureuswas
positive in the direct test but negative in the subculture
(specificity 99.9%). Predictive values were 99.7% (positive)
and 96.7% (negative).

Conclusions: Our results confirm the usefulness of the
direct tube coagulase test done from blood cultures to
opportunely differentiate staphylococci grown in blood
cultures. Information so obtained may be used to decide
the beginning of empirical treatment.

Key words

Blood cultures, Coagulase negative, Direct tube coagulase
test, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp

INTRODUCCION

Los hemocultivos son una ayuda diagnodstica importante
para identificar los microorganismos responsables de
enfermedades como la endocarditis, sepsis, neumonia,
osteomielitis y pielonefritis.! Sin embargo, los
microorganismos que crecen en los hemocultivos se
asocian a infeccién clinica solo en el 60 a 80% de los casos."
® Los resultados falsos positivos los causa, en la mayoria
de los casos, la contaminacion con la flora que coloniza la
piel del paciente, introducida accidentalmente en el

momento de obtener la muestra para el hemocultivo.* EI
mayor porcentaje de Ilos microorganismos
contaminantes corresponde a estafilococos coagulasa
negativa (ECN), que son causa de infecciones en
pacientes con valvulas cardiacas protésicas, derivaciones
del liquido cefalorraquideo, catéteres de dialisis
peritoneal y lineas intravasculares.® Se calcula que un
85% de los aislamientos de ECN en los hemocultivos son
contaminantes.® La contaminacién de los hemocultivos
puede conducir a una terapia antibidtica innecesaria, a
hacer exdmenes de laboratorio y procedimientos
diagnodsticos adicionalesy a dias extras de hospitalizacion,
lo que incrementa los costos de la atencion en salud.™°
En el caso de los hemocultivos con cocos grampositivos
en acumulos existe la posibilidad de la presencia de
Staphylococcus aureus. Al contrario de los ECN, el S.
aureuses un agente etiolodgico responsable de infecciones
mas virulentas, por lo que resulta de vital importancia
establecer con la mayor prontitud la diferencia entre
estos dos grupos de microorganismos, ya que se ha
demostrado que el tratamiento adecuado y oportuno de
la bacteriemia por S. aureus mejora el prondstico.'"'? El
objetivo del presente estudio fue evaluar la efectividad
de la prueba de la coagulasa hecha directamente en las
muestras de hemocultivos con crecimiento de cocos
grampositivos en acimulos, para diferenciar entre S.
aureusy ECN.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio

Estudio observacional de corte transversal.
Poblacion

Entre abril de 1999y junio de 2007 se hicieron 1.518 pruebas
de coagulasa directa (PCD) en los viales de hemocultivos
con crecimiento de cocos grampositivos en aciumulos,
en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Pablo
Tobodn Uribe, institucidn universitaria de cuarto nivel de
atencion, localizada en el 4rea urbana de Medellin,
Colombia, con un total de 274 camas. La informacién se
obtuvo partir de la base de datos del Laboratorio de
Microbiologia del Hospital, en la cual se registraron, entre
otras variables, el resultado de la coloracién de Gram
hecha en los hemocultivos positivos, el de la prueba de la
coagulasa realizada directamente a partir de [os viales y
el microorganismo identificado en los hemocultivos
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positivos. Para la recoleccién de los datos se empled el
programa Epi Info 6.04.

Técnicas de laboratorio

Los hemocultivos se recolectaron y procesaron
empleando el sistema Bactec (Becton Dickinson). Cuando
este detectaba un hemocultivo como positivo se procedia
a hacer la coloracion de Gram con una muestra obtenida
del vial. En caso de observar cocos grampositivos en
acumulos, compatibles con Staphylococcus spp., se
procedia a realizar la PCD con una porcién del contenido
del vial. Para ello se extraia 0,1 mL del vial que se
agregaba a un tubo con 0,5 mL de plasma humano. La
mezcla se incubaba a 35 °C por 4 horas. Transcurrido
este lapso se interpretaba la prueba como positiva o
negativa de acuerdo con la coagulacién o no del plasma.
Los resultados de todos los procedimientos llevados a
cabo se registraban en las hojas de trabajo del laboratorio
y se reportaban verbalmente y por medio del sistema de
informacién del laboratorio a los médicos tratantes. No
se hacia la PCD a partir del vial en caso de observar
otros tipos de microorganismos ademads de los cocos
grampositivos en acimulos. Los viales con crecimiento
de cocos grampositivos en acimulos se subcultivaban
en agar sangre de cordero al 5%y se incubaban por 18 a
24 horas a 35 °C en atmosfera de CO, al 5%. Una vez
obtenido el crecimiento puro del microorganismo se
procedia a hacer la prueba de la coagulasa, agregando
una colonia de la cepa cultivada a un tubo con 0,5 mL de
plasma humanoy dejandolo en incubacién a 35 °C por 4
horas. En ese momento se lefa e interpretaba la prueba
como negativa o positiva. En caso de ser negativa, se
incubaba por 18 a 24 horas més a temperatura ambiente
y se volvia a leer. Los microorganismos con una prueba
de coagulasa positiva se identificaban como S. aureusy
aquellos con una prueba negativa, como Staphylococcus
spp., coagulasa negativa (ECN) o Micrococcus spp.,
dependiendo del aspecto de la colonia. Semanalmente
se controlaba la calidad del plasma humano, empleando
las cepas de S. aureus ATCC 25923 y de S. epidermidis
ATCC 12228 como controles positivo y negativo,
respectivamente.

Estandar de referencia

Como prueba de referencia se tomo el resultado del
subcultivo del hemocultivo positivo interpretado por las
bacteridlogas asignadas a esta funcion. Cuando el equipo

detectaba como positivo un hemocultivo, la bacteridloga
responsable del proceso en ese momento hacia de
inmediato la coloraciéon de Gram y la PCD si observaba
Cocos grampositivos en acumulos como flora tnica, y
subcultivaba el hemocultivo en agar sangre. Esta misma
persona, o la que llegaba a reemplazarla en el siguiente
turno, interpretaba el resultado de la PCD. A las 18-24
horas de incubacién del subcultivo, una bacteridloga que
podia o no ser [a misma que habia interpretado la PCD,
observaba el crecimiento obtenido en el subcultivo y
definia, mediante la prueba de la coagulasa, si la cepa
cultivada correspondia a ECN o a S. aureus. Esa persona
conocia el resultado de Ia PCD.

Métodos estadisticos

Se calcularon la sensibilidad y la especificidad, los valores
predictivos positivo y negativo, las razones de
probabilidad positiva y negativa (RP) (Likelihood Ratio)
con sus respectivos intervalos de confianza del 95%;
también se determind el rendimiento global de la prueba
mediante la exactitud, el indice de Youden y el OR
diagnéstico. Para estos cdlculos se utilizd el paquete
estadistico EPIDAT versién 3.1.

Aspectos éticos

El trabajo contd con la aprobacion del Comité de
Investigaciones y Etica en investigaciones de la
institucion.

RESULTADOS

Se hicieron 1.518 PCD, de las cuales 1.107 (72,9%) fueron
negativasy 411 (27,1%), positivas. Se cultivaron 446 cepas
de S. aureusde las cuales 410 tuvieron la PCD positiva,
para una sensibilidad del 91,9%. Sélo en un vial de los 411
con la PCD positiva, se aislé un ECN, lo cual determiné
una especificidad del 99,8%. El rendimiento de la PCD en
los hemocultivos positivos con presencia de cocos en
acumulos en la coloraciéon de Gram se presenta en la
tablan.® 1.

DISCUSION

En este hospital las especies de ECN representan el 80%
de los microorganismos que contaminan los hemocultivos
y S. aureus ocupa el segundo [ugar en frecuencia (20%)
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Tablan.° 1. Rendimiento de la prueba de la coagulasa directa
en 1.518 hemocultivos positivos con presencia de cocos
enactimulos enla coloracion de Gram

Estimado puntual Intervalode
confianza 95%

Sensibilidad 0,919 (0,893-0,945)
Especificidad 0,998 (0,996-1,000)
Valor predictivo positivo 0,997 (0,991-1,000)
Valor predictivo negativo 0,967 (0,956-0,978)
Razén de probabilidad + 985,4 (138,9-699,8)
Razon de probabilidad - 0,08 (0,060-0,110)
Exactitud 0,975 (0,967-0,983)
indice de Youden 0,92 (0,890-0,940)
OR diagnéstico 12,317

entre [os aislamientos de casos de bacteriemia (datos no
publicados). De acuerdo con estos datos, y dada la
importancia clinica de establecer un tratamiento
oportunoy de evitar el uso inadecuado de antibioticos,
resulta fundamental diferenciar en el menor tiempo
posible si el coco grampositivo en acimulos cultivado en
el hemocultivo es un ECN o un S. aureus. Para lograr este
proposito se han empleado diversas técnicas como la
evaluacion de la morfologia de [os cocos observados en
la coloracién de Gram," la inoculacion directa a partir
del vial del hemocultivo positivo a paneles de
identificacién e interpretacién por métodos
automatizados,'*' la utilizacion de sondas de hibridacion'®
ylareaccion en cadena de la polimerasa.'” La prueba de
la coagulasa aun es el estandar de referencia para
distinguir el S. aureus de las especies de ECN.'® Existen
otras pruebas rapidas que se basan en el principio de la
aglutinacién con particulas de latex las cuales han
demostrado una especificidad igual a la de la prueba de
la coagulasa, pero con rangos de sensibilidad muy
amplios." Los primeros estudios en los que se intentd
determinar a cual grupo correspondia el microorganismo
presente en el hemocultivo utilizaron las técnicas de
aglutinacién y obtuvieron resultados similares a los
anteriormente reportados cuando se empleaban
directamente con la cepa bacteriana: especificidad del
100%, pero con porcentajes de sensibilidad demasiado
bajos para ser clinicamente aceptables.*** MacDonald
y Chapin® emplearon la PCD y la compararon con dos

estuches comerciales de aglutinacion con particulas de
latex e informaron que la sensibilidad era de 79,5% para
la PCD frente a sensibilidades de 10,2% y 12,8% para las
técnicas de aglutinacion. Con base en estos hallazgos
decidimos aplicar esta metodologia en nuestro
laboratorio bajo las condiciones anteriormente descritas.
Nuestra investigacién incluyd 1.518 hemocultivos,
numero que supera los de otros autores que emplearon
la misma técnica, que variaron de 80 a 1.303.%%
Comparando nuestros hallazgos con los de estudios que
utilizaron la PCD con algunas variaciones, como el tipo
de plasma empleado o el tiempo de incubacién, la
especificidad del 99,8% encontrada por nosotros esta en
el rango reportado por otros autores, que varid de 98,7%
a 100%.2?" El tinico falso positivo que hallamos se pudo
deber a una interpretacién incorrecta de la prueba por
parte de la persona responsable de hacerla o a algin
factor presente en la muestra o en el plasma utilizado
que produjo la coagulacion. La sensibilidad del 91,9%
encontrada por nosotros, interpretando la prueba a las
cuatro horas de incubacién, superd la del 79,5% informada
por MacDonald y Kimberly, quienes no hallaron
diferencias entre la interpretacion a las dos y cuatro horas
de incubacion.® La sensibilidad de la PCD en nuestras
manos, junto con la de Speers y colaboradores® del 92%,
son las méaximas encontradas en los estudios revisados,
en los que la sensibilidad se hall6 entre el 65% y el
87%.2242027 Es evidente que el encontrar la causa de los
falsos negativos permitiria obtener una prueba de mayor
eficiencia, ya que su valor predictivo positivo es excelente.
Una de las [imitantes de la técnica es la subjetividad de
su interpretacion principalmente cuando la reaccion es
débil, como se evidencio en la observacién descrita por
Qian y colaboradores,? en la cual la sensibilidad de la
prueba, interpretada por una misma persona, paso a las
dos horas del 34% al 65%, y a las cuatro horas del 65% al
90%. Lo anterior demuestra que el resultado de la prueba
puede depender de la experiencia de quien la esté
interpretando. Desafortunadamente esta estrategia no
es aplicable en los laboratorios clinicos en los que, por [o
general, es un grupo de personas el responsable de
asumir estas funciones, puesto que el equipo
automatizado detecta los hemocultivos como positivos
en cualquier momento, y por ende se deben procesar de
inmediato para aprovechar esta ventaja comparada con
el método de interpretacién visual. Con respecto al
momento en que se interpreta la prueba, en el trabajo
de MacDonald y Chapin® se menciona que no
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encontraron diferencias entre las dosy las cuatro horas;
por el contrario, Qian y colaboradores* hallaron una
diferencia significativa en la sensibilidad de la PCD, que
fue del 34% a las dos horas y del 65% a las cuatro horas.
En nuestro estudio no consideramos esta variable. Otra
posible causa de falsos negativos para tener en cuenta
es el bajo in6culo bacteriano presente en la muestra,
aunque es dificil de sustentar porque, al menos en teoria,
la cantidad de microorganismos presente en los viales
tuvo que haber alcanzado un punto criticoy aproximarse
al estdndar para ser detectado como positivo por parte
del equipo automatizado lector de hemocultivos. También
hay que considerar el tipo de plasma empleado; sin
embargo, la sensibilidad del 92% reportada por Speersy
colaboradores,” empleando plasma de conejo, y la
nuestra del 91,9% junto con la del 87% hallada por Cooke
y colaboradores,* ambos grupos empleando plasma
humano, hace improbable que esta variable tenga
alguna influencia, al menos en los resultados globales de
la prueba. Varettas y colaboradores® sugirieron que el
anticoagulante presente en el vial del hemocultivo podria
impedir la coagulacion del plasma al efectuar la prueba.
Para evitar esta interferencia diluyeron la muestra en
solucioén salina antes de agregarla al plasma. Sin embargo,
aunque su sensibilidad aumenté del 62% al 89% sin afectar
la especificidad, sus cifras no logran superar las
encontradas por nosotros. En nuestro concepto la PCD
es una técnica econdmica que permite, por su alto valor
predictivo positivo, asegurar casi con certeza a las 4 horas
de observados los cocos grampositivos en acimulos en
el hemocultivo, que se trata de un S. aureus. En nuestro
laboratorio el resultado de la PCD se informa de manera
verbal al médico tratante y por escrito en el sistema de
informacién del laboratorio, agregando esta
observaciéon: “Recuerde que esta es una prueba
presuntiva’.

Dedlaracion de conflicto de intereses

La presente investigacién se [levd a cabo como parte del
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las conclusiones del trabajo. No se recibié ningtin tipo de
apoyo por parte de las companias productoras de los
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