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DESARROLLO DE UNA PRUEBA DE COAGLUTINACION PARA EL 
DIAGNOSTICO DE FARINGITIS ESTREPTOCOCICA 

CLAUDIA PATRlClA MARTINEZ*, OLGA MARINA OSPINA*, MIGUEL A. GUZMAN**. DlDlER FERNANDEZf** 

S e  estandarizó una prueba d e  coaglutinación para diagnóstico d e  
faringitis estreptocócica, produciendo un reactivo específico mediante 
la conjugación d e  una cepa Cowan I d e  Staphylococcus aureus, rica en  
proteina A, con IgG obtenida d e  suero d e  conejos hiperinmunizados 
con una cepa d e  referencia d e  Streptococcus pyogenes. Se estudiaron 
17 pacientes con cuadro compatible clínicamente con faringitis 
estreptocócica y 24 personas supuestamente sanas  como grupo control. 
De los 17 pacientes se asiló e identificó S. pyogenes, en  16 d e  ellos la 
coaglutinación fue  positiva; e n  los 24 controles el cultivo para S. 
pyogenes fue  negativo e igualmente la coaglutinación 

El análisis estadístico muestra que  la prueba e s  sensible y específica 
pudiendo ser  un buen recurso para el diagnóstico rápido d e  la entidad. 

INTRODUCCION 

El Streptococcus pyogenes ha sido causa constante 
de enfermedad en el hombre. Descripciones muy cla- 
ras de las típicas entidades clínicas tales como escar- 
latina y erisipela aparecen en la literatura médica antes 
de Billroth (18741, las cuales se refieren a cadenas de 
microorganismos globulares en las lesiones; Fhileisen 
(1982) reprodujo erisipela en voluntarios, con cultivos 
puros de Streptococcus: Ogston (1932) definió el papel 
de los Streptococcus en infecciones postqui~rgicas 
de heridos. Fueron también reconocidos como entida- 
des clínicas hace más de un siglo la fiebre reumática 
y la glomemlonefritis como secuelas graves de la in- 
fección estreptocócica (1-3). El estudio de los Strep- 
tococcus en el laboratorio fue posibilitado por la intro- 
ducción de medios de cultivo sólidos hacia fines del 
siglo XIX; a principios del siglo XX Schottmuller 
demostró las reacciones hemolíticas producidas por 
el Streptococcus en agar sangre. Años más tarde 
Brown describió las diferentes reacciones hemolíticas 

producidas por microorganismos del género Strepto- 
coccus en agar sangre. 

A principios de la década de 1930 Rebeca Lance- 
field identificó cinco distintos gmpos antigénicos de 
Streptococcus con base en diferencias serológicas de 
los polisacáridos C de la pared celular. 

Por las técnicas tradicionales de detección del Strep- 
tococcus pyogenes al menos transcurren 18 horas 
desde el recibo del especimen hasta el informe del 
resultado. 

Por más de 30 años el cultivo de hisopados de 
faringe ha sido la técnica ideal para el diagnóstico de 
fanngitis causada por el Streptococcus pyogenes, sin 
embargo, hoy se prefiere el uso de técnicas rápidas 
de diagnóstico basadas en la detección del antígeno, 
tales como CIE (4), inmunofluorescencia ( 5 ) ,  agluti- 
nación de latex (6-1 l), extracción enzimática o ácida 
(10-12), técnicas de precipitación y test de color (13). 
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El cultivo en ocasiones puede no ser fiable pues 
una proporción de Streptococcus sensibles a la bacitra- 
cina, prueba comúnmente utilizada como prueba pre- 
suntiva, no pertenecen al grupo A. Igualmente algunos 
Streptococcus del grupo A pueden no ser sensibles a 
la bacitracina y por tanto dar resultados falsos negati- 
vos no estableciéndose el diagnóstico correcto, lo cual 
constituye un grave problema por las complicaciones 
que se pueden presentar como consecuencia de una 
faringitis estreptocócica (3, 14, 15, 16). 

Existen otras técnicas para el diagnóstico de Strep- 
tococcus pyogenes como por ejemplo el "ra pi d Strep 
System Kit" (17). La ventaja de estos nuevos siste- 
mas es que el diagnóstico de la faringitis estreptocócica 
es confirmado con un alto grado de especificidad y 
por la prontitud del resultado el paciente recibe la 
antibióticoterapia adecuada. La desventaja de ellas es 
el costo; por este motivo, no se utilizan como técnicas 
de rutina en la mayoría de los laboratorios (10). 

Cerca del 90% de las cepas de Sthaphylococcus 
aureus producen una, compuesto conocido como pro- 
teina A, el cual tiene la propiedad de combinarse en 
el extremo Fc de la molécula de IgG de varias especies, 
al interactuar con éste, deja libre los fragmentos Fab 
quedando la IgG en capacidad de reaccionar con su 
antígeno específico, fenómeno que, produce la coa- 
glutinación de S. aureus que se utiliza como indicador 
de una reacción antígeno-anticuerpo (1 8). 

La técnica de coaglutinación ha sido usada en los 
últimos anos con gran éxito para identificar diferentes 
antígenos debido a su gran sensibilidad y especifici- 
dad. Ha sido utilizada para la identificación de antí- 
geno de Salmonella A, D, VI (1 9,20,21,22) Haemop- 
hilus influenzae tipo b (23, 24, 25); Streptococcus 
pneumoniae (26, 27) Neisseria meningitidis (28); an- 
tígeno comiín de enterobacterias (1 7, 18); Neisseria 
gonorrhoeae (29, 30, 3 1); Mycobacterias (32); Cripto- 
coccus neofomans (33); Streptococcus del grupo B 
(34) y E. coli (35). 

Por lo anterior se decidió estandarizar un procedi- 
miento para investigar en forma directa la presencia 
de S. pyogenes en cuadros de faringitis mediante un 
procedimiento de coaglutinación, y en esta forma es- 
tablecer un diagnóstico rápido de faringitis estreptocó- 
cica. 

MATERIALES Y METODOS 

Streptococcus pyogenes: se utilizó una cepa 
tipo proveniente del Instituto Nacional de Salud, la 
cual se cultivó en caldo BHI (Difco), (Detrit, Michi- 
gan, USA) por 12 horas, para su enriquecimiento, 
posteriormente se hizo un pase a caldo de Todd Hewitt 
(Oxoid, Basingstokc, Hants, England) por 18 horas; 
luego se procedió a hacer las pruebas pertinentes de 
identificación. 

Preparación del antígeno: la masa celular se 
recolectó de cultivos puros de 18 horas, se centrifugó 
a 7.520 xg por 15 minutos, a 4"C, se lavó tres veces 
en solución PBS 0.15 M pH 7.2 a 7.520 xg por 15 
minutos, se suspendió luego en solución salina forma- 
linizada al 0.4% y se incubó a 4°C por 72 horas; 
pasado este tiempo, se lavó tres veces con PBS 0.1 
M pH 7.2; la prueba de esterilidad e inactivación se 
realizó en agar nutritivo, incubando a 37°C por 48 
horas, finalmente se suspendió en PBS para obtener 
una concentración similar al tubo número 5 de la escala 
de McFarland (1 5x 10 UFCIml). 

Antisueros Anti-Streptococcus: se obtuvieron 
por inocdación en conejos machos, previo examen, 
para comprobar su buen estado de salud. El esquema 
de inoculación utilizado fue el recomendado por el 
CDC, para lo cual, se hizo una titulación inicial del 
suero por medio de una prueba de aglutinación para 
comprobar la ausencia de anticuerpos anti-Streptococ- 
cus; luego de lo cual, se inocularon los conejos por 
vía intravenosa por cinco días sucesivos con 1 m1 de 
antígeno, en la primera semana, 2 m1 en la tercera 
semana y 4 m1 en la quinta semana. La concentración 
del antígeno fue la anteriormente determinada. La ti- 
tulación de los anticuerpos se hizo por aglutinación, 
para lo cual se realizaron diluciones del suero con 
solución salina 0.85% en múltiples de dos hasta la 
dilución 1 :64 dejando un volumen de 0.2 m1 en todos 
los tubos, se agregó posteriormente una gota del antí- 
geno en cada tubo y se incubó por dos horas a 37°C 
y por 24 horas a 4"C, tiempo necesario para que la 
reacción ocurra; posteriormente se colocaron refuerzos 
de 4 m1 con intervalo de 2 semanas hasta obtener 
títulos satisfactorios. Los conejos fueron sangrados a 
muerte y los sueros obtenidos se guardaron aséptica- 
mente. 

La purificación de la IgG de los sueros inmunes se 
realizó por concentración progresiva de ácido octanói- 
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co, con esta técnica algunos grupos de proteinas no 
solubles se precipitan y pueden ser removidos por 
centrifugación, dejando en solución aquellas proteinas 
poco solubles como la IgG. La solución de IgG se 
dializó contra PBS 0.01M pH 7.6 durante 48 horas a 
4"C, haciendo vafios cambios del buffer, esto con el 
fin de remover el exceso de ácido presente, posterior- 
mente se realizó una electroforesis en acetato de celu- 
losa (37) y una inmunoelectroforesis en agarosa al 1 % 
para comprobar la pureza de la fracción IgG (37). 
Finalmente la solución de IgG se alicuotó y se le 
agregó azida de sodio (lmg de azida por cada m1 de 
suero) para prevenir contaminación y se conservó a 
4" hasta el momento de su uso. 

Staph ylococcus aureus: para sensibilizar y esta- 
bilizar la cepa de S. aureus, ésta se cultivo en agar 
tripticasa soya durante 18 horas a 37"C, luego se rea- 
lizaron las pruebas de identificación: catalasa, coagu- 
lasa y coloración de Gram. La masa celular se reco- 
lectó y se lavó tres veces con PBS 0.15 M pH 7.2, 
centrifugando cada vez a 7.520 xg por 15 minutos, 
se suspendió finalmente en formaldehido al 0.5% en 
solución salina isotónica y se dejo en reposo por dos 
horas a temperatura ambiente, luego se centrifugó y 
se lavó tres veces con PBS 0.15 M pH 7.2 y se sus- 
pendió en la misma solución amortiguadora en propor- 
ción de 10:100 la suspensión se calentó a 80°C con 
agitación continua durante 60 minutos; las bacterias 
formalizadas y calentadas se lavaron 3 veces con PBS 
0.15 M pH 7.2 y se resuspendieron al 10% v/v con 
PBS. Luego se guardaron a 4°C hasta el momento de 
SU USO. 

Para producir el conjugado se mezcló la suspensión 
de S. aureus con la fracción IgG obtenida en los cone- 
jos, para ello se ensayaron diferentes esquemas tal 
como aparece en el cuadro No. 1. 

Una vez obtenido el complejo S.  aureus - IgG se 
realizaron inicialmente pruebas haciendo controles po- 
sitivos y negativos de la siguiente forma: una gota S. 
aureus sensibilizado + una gota S. pyogenes en solu- 
ción, como control positivo. Una gota de S. aureus 
sin sensibilizar + una gota de S. aureus sensibilizado 
+ una gota PBS, como control de aglutinación ines- 
pecífica. 

La especificidad de la coaglutinación se probó me- 
diante la reacción con dos microorganismos que se 

Cuadro 1 

CONDICIONES DE CONJUGACION DE S. aureus 

e IgG anti-S. pyogenes 

Volumen Volumen Tiempo de 
Antisuero S. aureus Temperatura Incubación 

Estabilizado 

0.1 ml 1 ml 4°C 

37°C 
17-22°C 

0.2 ml 1 m1 4°C 

37°C 

17-22°C 

0.3 ml 1 ml 4°C 

37°C 
17-22°C 2 horas 

0.5 ml 1 m1 4°C 

37°C 

17-22°C 2 horas 

1 ml 1 m1 4°C 

37°C 

17-22°C 2 horas 

2 horas 

2 horas 

encuentran frecuentemente en la faringe, como lo son 
el Streptococcus viridans y el Streptococcus agalac- 
tiae, los cuales se cultivaron en agar sangre y posterior- 
mente en caldo de Todd-Hewitt por 18 horas a 37°C. 
Para la realización de estas pruebas se colocó en lámi- 
nas de aglutinación una gota de S, aureus sensibilizado 
+ una gota de S. viridans en caldo de Todd-Hewitt 
y una gota de S. aureus sensibilizado + una gota de 
S. agalactiae en caldo de Todd-Hewitt. La lámina se 
agitó manualmente por dos minutos y su resultado se 
leyó por aglutinación macroscópica. 

Estudio d e  pacientes: la prueba se realizó en 17 
pacientes con síntomas de faringitis provenientes del 
Hospital Vecinal de Suba San Pedro Claver; la mayoría 
de ellos eran de bajos recursos económicos, todos 
fueron estudiados por el médico general y por el oto- 
rrinolaringólogo. 

La edad estaba comprendida entre los dos años y 
los 36 años; la edad promedio fue de 15 años. Los 
controles fueron 24 personas supuestamente sanas, de 
condiciones similares al grupo de pacientes. 
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La muestra se tomó con hisopo, este se emulsionó 
sobre una lámina de aglutinación con una gota de 
solución salina estéril, luego se agregó una gota del 
reactivo de coaglutinación, se mezcló y agitó por dos 
minutos y se observó el resultado, simultáneamente 
se sembró en caldo de Todd-Hewitt, se incubó a 37°C 
por 18-24 horas, luego se hizo un pase en agar sangre 
y agar nutritivo incubando a 37°C por 18-24 horas y 
se procedió a su identificación final. 

RESULTADOS 

El cuadro No. 2 muestra los títulos obtenidos en 
los sueros de los conejos inmunizados, la comproba- 
ción de la pureza de IgG obtenida a partir de estos, 
se pueden observar en la Fig. No. 1. 

Se demostró que las condiciones óptimas para pro- 
ducir el conjugado se obtenían al mezclar 0.2 m1 de 
la solución IgG y 1 m1 de la suspensión de S. aureus, 
incubando a 4°C ó 17-22°C. En estas condiciones, se 
presentó la coaglutinación más fuerte entre el complejo 
IgG proteina A y el Streptococcus pyogenes en suspen- 
sión, la temperatura de incubación fue la óptima pues 
la reacción se veía con mayor claridad que cuando se 
incubaba a temperatura ambiente. 

Cuadro No. 2. 

TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA S. pyogenes 

CONEJO No. TITULO 

1 1:32 

2 Muri6 durante la incubación 

3 1:32 

4 1:16 

reacciones falsas positivas, falsas negativas, ni cruza- 
das con otros microorganismos que se encuentran tam- 
bién en faringe (Fig. No. 2). 

Se pudo establecer que, los 17 pacientes estudiados 
fueron positivos para Streptococcus pyogenes por cul- 
tivo, uno de éstos no fue detectado por la técnica de 
coaglutinación. Los 24 controles fueron negativos 
tanto en el cultivo como en la prueba de coaglutina- 
ción. 

Los controles demostraron la especificidad de la La validez diagnóstica de la prueba puede verse en 
prueba de coaglutinación, ya que no se presentaron el cuadro No. 3. 

Figura 1. Muestra la inrnu- 
noelectroforesis donde se 
observan las bandas de 
precipitación entre la IgG 
(suero dializado) y la anti 
IgG de conejo. 



DESARROLLO DE UNA PRUEBA DE COAGLUTINACION PARA EL DIAGNOSTICO DE FARlNGlTlS ESTREPTOCOCICA 

Figura 2. A: Control positivo (una gota de conjugado S. aureus +una gota S. pyogenes en solución). B: Control 
negativo (una gota de conjugado S. aureus + una gota PBS). C: Control negativo (una gota de conjugado S. aureus 
+ una gota S. agalactiae en suspensión). D: Control negativo (una gota de conjugado S. aureus + una gota S. viridans 
en suspensión). 

Cuadro No. 3 

VALIDEZ DE LA  PRUEBA DE COAGLUTlNAClON 

DIAGNOSTICO POR ENFERMEDAD ENFERMEDAD 

COAGLUTINACION PRESENTE AUSENTE 

Positivo 

Negativo 

TOTAL 17 24 

Se comprobó que la sensibilidad de la prueba era 
del 94.1 1%, la especificidad del 100% y el valor pre- 
dictivo positivo y negativo eran 100%. 

r 

Figura 3. En esta se muestra a la izquierda una reacción 
positiva y a la derecha una reacción negativa. 
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DISCUSION coagglutination test was negative, the specificity was 
proved using two of the most common encountered 

Mediante los resultados obtenidos se comprobó que microorganisms in normal oropharyngeal flora: S. vi- 
el reactivo analizado Staphylococcus aureus cepa co- ridans and S. agalactiae. The statistical analysis showd 
wan 1 rico en proteina A, sensibilizado con IgG anti- the potenciallity of this test as a diagnostic tool. 
Streptococcus pyogenes se puede utilizar para el diag- 
nóstico de faringitis estreptocócica, ya que presentó 
la sensibilidad y especificidad que la calificán como 
una prueba válida de diagnóstico. 

Se encontró que los resultados hallados por cultivo 
confirmaban los obtenidos por la técnica de coagluti- 
nación y en algunos casos coincidieron con la clínica 
presentada por el paciente. 

En los resultados se obtuvo un falso negativo que 
puede deberse a la poca cantidad de S. pyogenes en 
la muestra por una mala toma de la misma. 

La técnica de coaglutinación no demanda muchos 
costos en términos de reactivos o equipos y la interpre- 
tación de los resultados es rápida, sencilla y clara. 

Esta técnica al ser mucho más económica, podría 
ser de gran ayuda si se utiliza de rutina en un labora- 
torio, debido a que en muchas ocasiones, por la falta 
de recursos económicos por parte del laboratorio o del 
paciente, este último no se beneficia con un trata- 
miento adecuado y oportuno exponiéndose a la posi- 
bilidad de las graves secuelas de una infección estrep- 
tococica. 

El reactivo una vez preparado se conserva estable 
aproximadamente seis meses a 4°C. 
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