
Investígacíón Cllnica 23(2): 71.83, 1982 

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA PRUEBA DE COAGLUTINACION 

CON LA DE BACITRACINA y PRECIPITACION PARA EL 


DIAGNOSTICO DE LOS ESTREPTOCOCOS BETA HEMOllTICOS 


Melania Piña de Carruyo, Mileida Rinc6n, Isbelia Torres 
e ltala Bermú dez 

Cátedra de Microbiologia. Facultad de Medicina. Apartado 526. Universidad del 
Zulia. Maracaibo. Venezuela 

RESUMEN 

En el presente estudio se comparan los métodos de 
precipitación en tubos capilares, la sensibilidad a la Baci· 
tracina y la prueba de coaglutinaci6n Phadebact Estrep· 
tococcus test para la identificaci6n serol6gica de los 
estreptococos de los grupos A, B, Cy G. 

De las 90 cepas estudiadas se observa una correla­
ción del 100% entre el Phadebact y la prueba de preci­
pitación empleando el método de Rantz y Randan, para 
esta última, el 6.6% de las cepas presenta reacciones cru­
zadas con el grupo G. Con la prueba de sensibilidad a la 
Bacitracina, en el 4.4% de las cepas se observan reaccio­
nes falsas. 

Por los resultados obtenidos, consideramos la prue­
ba de Phadebact Estreptococcus aceptable por su rapi­
dez, confiabilidad y facilidad de ejecuci6n para ser uti· 
lizada en los laboratorios de rutina para la determina· 
ción de los grupos serol6gicos de estreptococos beta 
hemolíticos grupos A, B, Cy G. 
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INTRODUCCION 

Desde que Pasteur en el año 1880 observó por primera vez los estrep­
tococos en una muestra de sangre proveniente de una mujer que presen­
taba un cuadro cl(nico de fiebre puerperal (4), abrió el campo a los inves­
tigadores de esa época, quienes con sus interesantes estudios aportaron 
valiosas informaciones que confirmaban la patogenicidad de estos microor­
ganismos en el humano. 

Debido a la variedad de las diferentes especies bacterianas que confor­
man este género, se trató de establecer desde los comienzos una clasifica­
ción que permitiera simplificar su estudio. En 1919 Brown (6) estudia la 
actividad hemol(tica de los estreptococos en placas de agar sangre, dando 
origen a la clasificación en alfa, beta y gamma, según la observación pre­
sentada alrededor de las colonias de destrucción parcial, total o no des­
trucción de los eritrocitos. 

Se consideró durante muchos años, que los estreptococos beta hemo­
Uticos eran los únicos responsables de los procesos infecciosos en el hom­
bre, hecho que fue desvirtuado con estudios posteriores donde se puso de 
manifiesto, que otros estreptococos no beta hemoUtico también eran cau­
santes de infecciones graves que poMan conducir a desenlaces fatales (s. 
16, 21). 

En 1933 Lancefield h 7) luego de varias investigaciones sobre la estruc­
tura antigénica de los estreptococos, culmina con éxito sus esfuerzos, 
cuando demuestra la actividad inmunológica de un carbohidrato situado 
en la pared celular de algunos estreptococos, que permitió clasificarlos en 
grupos serol6gicos diferentes, el cual fue designado como carbohidrato e 
y demostrado por técnicas de precipitación. 

Estos microorganismos fueron clasificados con relación a ese carbo· 
hidrato en grupos serol6gicos que iban del A hasta el O. De esta manera, 
fue posible establecer que el porcentaje mayor de enfermedades en el hom­
bre eran debidas a los estreptococos del grupo A, y que dentro de esas in­
fecciones una de las más frecuentes era Faringoamigdalitis h2. 15), 

De la extensa literatura sobre los procesos infecciosos producidos 
por el estreptococo del grupo A en el humano, se pudo establecer un 
hecho de gran significación, el cual lo constituyó la asociación de infeccio­
nes en garganta o piel, con las secuelas post·estreptococcicas tales como 
la fiebre reumática y la glomerulonefritis aguda (2,9), enfermedades estas 
que pueden causar trastornos severos, principalmente en la población joven 
cuando no son tratados convenientemente. 



Hasta los actuales momentos se ha establecido Que solo los estrepto­
cocos del grupo A dan origen a las enfermedades post-estreptococcicas_ 
I~o por ello los otros grupos serológicos dejan de poseer importancia en 
patolog(a bumana, entre estos podemos mencionar la importancia del es­
treptococo grupo B como causante de sepsis y meningitis en neonatos b. 
11) asi como también a los enterococos y su asociación con infecciones 
del tracto urinario y endocarditis (16,20). De allí la preocupación para 
establecer la identidad del grupo serológico, lo cual conduce a un trata­
miento mas adecuado para evitar las enfermedades post·estreptococcicas 
y prevenir especialmente a la fiebre reumática cuyo peligro para los indi­
viduos jóvenes se ha puesto de manifiesto. 

Varios métodos se han venido ensayando para lograr la identificación 
de estas especies bacterianas. 

Maxted en 1953 (I9) describe el uso de la Bacitracina como prueba 
presuntiva para la identificación de los estreptococos beta hemol ítico del 
grupo A. Muchos factores influyen en esta técnica para la interpretación 
de los resultados tales como: densidad del inóculo, concentración de la 
Bacitracina, incubación de las placas, etc. Estudios por este método re­
velan porcentajes variables de falsos positivos para este grupo que van de 
2.1%a 42% b. 18,23.27). 

La identificación sera lógica del grupo por medio de la extracción 
del carbohidrato, es una técnica laboriosa, que requiere de tiempo y 
material, haciéndola poco práctica para un laboratorio de rutina, algunas 
veces presenta resultados difíciles de interpretar y al igual que la inmu­
noelectroforesis no estaría al alcance de todos los laboratorios por su 
complejidad. 

En 1973 Christensen (8) reporta un método relativamente simple para 
la agrupación de los estreptococos beta hemol íticos que se basa en el prin­
cipio de coaglutinación y ha sido recomendado por muchos investigadores 
como un método simple, rápido y confiable, es una alternativa que puede 
sustituir a las otras pruebas (Io. 26). Desde 1976 el método de coaglutina­
ció n de Phadebact Estreptococcus Test (de los Laboratorios Pharmacia 
Oiagnostic Piscataway N.J.) para la identificación de los grupos serológicos 
A, B, C y G puede ser obtenido comercialmente. 

El objeto del trabajo es comparar los resultados obtenidos en la iden­
tificación de los estreptococos beta hemol(ticos mediante los métodos de 
coaglutinación Phadebact, precipitación en tubos capilares por extracción 
del carbohidrato C con la técnica de Rantz y Randall y la prueba de sen­
sibilidad a la Bacitracina. 
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MATERIAL YMETODOS 


El material estuvo representado por 90 cepas de estreptococos beta 
hemol(ticos provenientes de: 47 exudados faringeos, 32 hisopados vagi­
nales, 6 hisopados de cordón umbilical, 3 secreciones de heridas, 1 hemo· 
cultivo y 1 I(quido céfalo raquídeo. Las 32 cepas de hisopados vaginales 
las cuales correspond ían a estreptococos del grupo B al igual que las 6 de 
cordón umbilical, y las 2 de hemocultivo y LCR fueron facilitadas del 
cepario de la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Medicina de la 
Universidad del Zulia. 

Los especímenes fueron inoculados mediante un asa estéril, en placas 
de agar sangre de carnero desfibrinada, a las cuales se les ha incorporado 
ácido nalidixico en concentración de 0.04 grs/I, fueron colocados en at­
mósfera de anaerobiosis mediante el método de Gas-Pack (B.B.L.) en es­
tufa a temperatura de 37°C durante 18 - 24 horas. 

Luego de la incubación, las colonias eran examinadas cuidadosamente 
para determinar los caracteres generales correspondientes al género estrep­
tococus, a las cuales se les practica frotis y coloración de Gram, para veri· 
ficar morfología, agrupación y afinidad tintoria!. 

Varias de las colonias aisladas eran sembradas de nuevo en placas de 
agar sangre de carnero, e incubadas a la temperatura y tiempo antes men­
cionados, con la finalidad de obtener un inóculo mas abundante y un cul­
tivo puro de donde se realizarían de inmediato las sigu ientes pruebas: 

A. Sensibilidad a la Bacitracina: Con la finalidad de demostrar la sen· 
sibilidad por inhibición del crecimiento alrededor del taxo conteniendo 
bacitracina, fueron tomadas de tres a cuatro colonias provenientes del 
cultivo puro, las cuales fueron inoculadas en un área aproximada de 3 cm. 
en una placa de agar sangre de carnero y en el centro de esta área, se co· 
locó un taxo de los Laboratorios B.B.L. conteniendo 0.04U. de Bacitra· 
cina, las placas fueron incubadas en atmósfera de anaerobiosis a 37°C, por 
18 a 24 horas. Los taxos fueron controlados previamente con cepas posi­
tivas y negativas. 

B. Agrupación serológica por la técnica de Precipitación en tubos ca· 
pilares. La identificación final de una cepa de estreptococo beta hemolí· 
tic o descansa en la determinación de su grupo serológico, que se hace me· 
diante la preparación de extractos, que luego se ponen a reaccionar con 
antisueros específicos para cada grupo serológico. Para la determinación 
del grupo serológico, la cepa es inoculada en 40 mi de caldo Todd Hewit 
e incubada por 18 a 24 horas a temperatura de 37°C. 



La técnica empleada para la extracción del carbohidrato antigénico es 
la de Rantz y Randall (24). en la cual se utiliza el autoclave para tal fin. 

El extracto así obtenido, es puesto a reaccionar con antisueros comer· 
ciales de la casa B. B. L. para los grupos serológicos A, B, e, o y G utili­
zando tubos capilares. La lectura se realiza a los 15 minutos para observar 
la presencia o no de turbidez, la cual es debida a la formación de un fino 
precipitado como consecuencia de la reacción antigeno-anticuerpo en los 
casos positivos. Si el antígeno es débil, puede necesitarse de más tiempo 
para la aparición del precipitado e interpretación de la prueba. 

C. Phadebact Estreptococcus Test. (Prueba de Ca aglutinación). La 
identificación del grupo serológíco por esta nueva técnica es recomendada 
para la identificación de los grupos A, B, C y G de los estreptococos beta 
hemolíticos. Este test se basa en el principio de la coaglutinación donde 
se emplea como reactivo estafilococos cubiertos con anticuerpos especí­
ficos para los grupos arriba mencionados los cuales están ligados a la pro­
teína A de los estafilococos muertos por el calor. 

En la determinación de esta prueba, se emplean cultivos puros que son 
inoculados en 2 mi de caldo Todd Hewit e incubados en estufa a 37°C, 
durante 18 a 24 horas. Transcurrido este lapso de tiempo, una gota de cada 
uno de los reactivos correspondientes a los cuatro grupos serológicos men­
cionados, son colocados por separado en láminas portaobjeto, identifi· 
cadas con la letra del grupo respectivo y una gota del cultivo en estudio es 
agregada con pipeta Pasteur sobre la gota del reactivo. La preparación se 
mezcla con aplicadores de madera, se le imprimen movimientos de rota­
ción durante uno a dos minutos y se efectúa la lectura bajo una lámpara 
de luz con un fondo negro. En caso de positividad se observará una pesada 
red de coaglutinación, la cual se hace visible a simple vista. 

Para la preparación de los reactivos, se siguieron estrictamente las 
normas recomendadas por la casa comercial que los distribuye y como con­
troles positivos y negativos se emplean cepas mantenidas en el Laboratorio. 

RESULTADOS 

De las 90 cepas procesadas de estreptococos beta hemol(ticos, 20 co­
rrespondieron al grupo A, 50 al B, 4 al C y 16 al G. La tabla t expresa 
estos resultados y la procedencia de ellos. 

En la tabla 11 se resumen los datos obtenidos del estudio de las 20 ce­
pas pertenecientes al grupo A, con los tres métodos utilizados, todas ellas 
dieron positividad fuerte por caaglutinación para este grupo serológico. 
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TABLA I 

DISTRIBUCION DE LOS DIFERENTES GRUPOS SEROLOGICOS 

DE ESTREPTOCOCOS BETA HEMOLITICOS y PROCEDENCIA 


DE LAS MUESTRAS 


Fuentes A B C G 'fatal 

Exudado faríngeo 17 10 4 16 47 
Vagina O 32 O O 32 
Cordón umbilical O 6 O O 6 
Secreción de herida 3 O O O 3 
L.C.R. O 1 O O 1 
Hemocultivo O 1 O O 1 

Total 20 50 4 16 90 

TABLA 11 

COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

CON LAS PRUEBAS DE COAGLUTINACION, PRECIPITACION 


y BACITRACINA PARA LOS ESTREPTOCOCOS GRUPO A 


Total de 
Muestras Coaglu tinación Precipitación Bacitracina 

20 Inhibición No Inhibición 

Positivas 20 20 19 (95%) 1 (SOlo) 

Negativas O O 

R/C O 4 (20%) 

R I C Reacción cruzada 

Con relación a la prueba de precipitación, 4 de las cepas pertenecien· 
tes al Grupo A mostraron reacciones cruzadas con el grupo G, que luego 
de ser repetida la prueba se obtuvieron los mismos resultados. No fueron 
observadas reacciones cruzadas con el test de Coaglutinación. Con el test 
de la Bacitracina el 95% de las cepas muestra inhibición alrededor del taxo 
V un 5% dió reacción falsa negativa. Las cepas del grupo B no presentan 
en las placas de agar sangre de carnero la hemolisis beta tan definida como 
la observada en los otros grupos pertenecientes al A, C V G. De las 50 cepas 
estudiadas pertenecientes al grupo B no se observaron reacciones cruzadas 
con otros grupos serológicos en las pruebas de precipitación Vcoaglutina· 
ción. Una de las cepas muestra sensibilidad al taxo de Bacitracina, presen­
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tanda un halo de inhibición de mas de 10 mn. Atodas estas cepas se les 
practic6 con anterioridad la reacción de hidrólisis del hipurato siendo esta 
positiva para todas ellas. La Tabla III resume estos resultados. 

TABLA 111 

ESTUDIO COMPARATIVO DE CUATRO METODOS PARA LA 

IDENTIFICACION DE ESTREPTOCOCOS BETA HEMOLITICOS 


DEL GRUPO B 


Total 
Muestras Coaglu- Precipi-

Bacitracina 
Hidr6lisis 

50 tinación tación Inhibidas No Inhibidas Hipurato 

Positivas 50 (100%) 50 (100%) 1 (2%) 49 (98%) 50 (100%) 

Negativas O O O 

R/C O O 

R/C Reacción cruzada 

En la Tabla IV se expresan los resultados obtenidos para los grupos 
C y G. De las 4 cepas aisladas pertenecientes al grupo C, 2 muestran reac­
ciones cruzadas con el grupo Gen la prueba de precipitación, y una, sensi­
bilidad a la Bacitracina con una inhibición mayor de 10 mm. Las cuatro 
cepas, por coaglutinaci6n muestran reacción positiva fuerte para el grupo 
C. Con relación a las cepas del grupo G todas ellas fueron positivas para 
la prueba de coaglutinación y precipitación. no observándose reacciones 
cruzadas con otros grupos serológicos. Con el test de la Bacitracina se 
observó inhibición de mas de 12 mm. para una de ella. 

TABLA IV 

COMPARACION DE LAS PRUEBAS DE COAGLUTINACION, 

PRECIPITACION y BACITRACINA PARA LOS ESTREPTOCOCOS 


DE LOS GRUPOS C y G 


.... _-~~..._~---

Total Coaglu- Precipi- BacitracinaR/C
Grupos Muestras tinaci6n tación Inhibición No Inhibición 

4 4 4 2 1 3 

G 16 16 16 O 1 15 

R/C = Reacción cruzada 
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El mayor número de reacciones cruzadas por el método de precipita­
ción dieron para el grupo G, sin embargo, es de hacer notar que ninguna de 
las 16 cepas comprobadas como del grupo G, muestran reacción cruzada 
con los otros grupos serológicos. En la Tabla V se expresan los diferentes 
resultados obtenidos con los métodos de precipitación y coaglutinación en 
relación con las reacciones cruzadas. 

TABLA V 

REACCIONES CRUZADAS CON LAS PRUEBAS DE PRECIPITACION 

y COAGLUTINACION ENTRE LOS GRUPOS A Y C 


DE ESTREPTOCOCOS 


N" de la 
Cepa Precipitación R/C % Coaglu tinación R/C % 

~ ~...__.-_..- .. ..._ ..__.__.__.. --------- ­
59 Cy G C 
64 CyG C 
79 AyG A 
80 Ay G A 
81 AyG A 
82 AyG A 

Total Muestras 6 6.6% 0% 

R I C Reacción cruzada 

La Tabla VI resume el resultado del estudio comparativo con las prue· 
bas de Coaglutinación, Precipitación y Sensibilidad a la Bacitracina, para 
el diagnóstico serológico de los estreptococos beta hemol íticos, en donde 
se puede observar que el 6.6% del total de las cepas dieron reacciones 
cruzadas con la prueba de precipitación en tubos capilares para el grupo G 
y tres cepas presentaron inhibición alrededor del taxo de Bacitracina, lo 
que corresponde a un 3.3% de reacciones falsas, positivos para esta prueba. 

DISCUSION 

Numerosos investigadores han utilizado diferentes métodos para la 
clasificación de las distintas especies que conforman el género Estrepto­
coccus, las cuales se han basado principalmente en: La actividad hemolí­
tica, sensibilidad a pequeñas concentraciones de Bacitracina, estructura 
antigénica y propiedades bioqu imicas (¡6, 13, 17, 19). De los varios méto­
dos ensayados, la técnica de precipitación ha sido considerada como la 
más satisfactoria para poder establecer con certeza el grupo serológico co­
rrespondiente a aquellos estreptococos que poseen el carbohid rato C(17). 



TABLA VI 

COMPARACION DE LAS TRES PRUEBAS: COAGLUTINACION, 

PRECIPIT ACION y BACITRACINA PARA EL DIAGNOSTICO 


DE ESTREPTOCOCOS BETA HEMOLITICO 


Coagluti- Precipi- Bacitracina
R/C RlC

Grupos nación tación Inhibición No Inhibición 
-,--,----.... 

A 20 O 20 4 19 1 (1.1%) 
B 50 O 50 O 1 49 
C 4 O 4 2 1 3 
G 16 O 16 O 1 15 

Total 90 (100%) 90 (100%) 6 (6.6%) 22 (3.3%)* 68 (1.1 %)** 

R/C Reacción cruzada 

* % de falsos positivos en relación a 90 cepas 

** % de falsos negativos en relación a 90 cepas 

La importancia en la determinación del grupo serológico, radica en 
que los estreptococos del grupo A, están mas comúnmente asociados con 
infecciones humanas, produciendo en algunos casos complicaciones no 
supurativas como la fiebre reumática y la glomerulonefritis aguda, enfer­
medades estas que no están asociadas con los otros grupos serológicos y 
que son consideradas como secuelas graves de los procesos infecciosos 
por el estreptococo del grupo A. 

La técn ica de extracción del carboh id rato C a pesar de ser la mas 
exacta requiere de tiempo y por ello no es la mas recomendada para un 
laboratorio de rutina. 

En la actualidad surge como un nuevo método el test de coaglutina­
ción propuesto por Christensen y col. (8) para la clasificación de los estrep· 
tococos de los grupos A, B, C y G Y su diagnóstico rápido, el cual es 
evaluado en nuestro estudio, comparándolo a la vez con la prueba de 
sensibilidad a la Bacitracina y la de precipitación en tubos capilares utili­
zando para ello el método de Rantz y Randall (24). 

Se pudo determinar en las 90 muestras que conforman este estudio, 
que el 4.4% de las cepas muestran reacciones falsas con el taxo de Baci· 
tracina, valores estos, comparables con los de Levinson y col. (Is), Pe· 
tran (22) y Piña de C. b3) no así con los de Stoner In) y Arvilomí h) 
cuyos porcentajes son mas elevados. El porcentaje de reacciones falsas 
positivas obtenidas para los grupos Br C y G en nuestro estudio, no se con­
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sidera elevado, como los reportados por otros investigadores h, 27). Sin 
~mbargo, a pesar de la metodología simple, sencilla y rápida de esta prue­
ba de Bacitracina, puede traer ca mo consecuencia que estreptococos 
pertenecientes a grupos serológicos sean clasificados presuntivamente 
como del grupo A. 

Con la prueba de precipitación en tubos capilares se obtuvieron los 
mismos resultados que con el Phadebact Estreptococcus test, pero con el 
inconveniente que para la primera, seis de las cepas (6.6%) presentan reac­
ciones cruzadas con el grupo Gen pruebas repetidas. Cuatro de ellas perte­
necientes al grupo A por Coaglutinación y sensibilidad a la Bacitracina, 
con un halo de inhibiciól' de 12 mm. y dos al grupo C. No se establecieron 
en nuestro estudio reacciones cruzadas en el grupo B. Otros estudios, tam­
bién han reportado reacciones cruzadas por el método de precipitación h. 
7,} lo que dificulta la in,erpretación de esta prueba en algunas oportuni­
dades. 

Con el Phadebact Estreptococcus test, obtuvimos una correlación de 
un 100% con la de precipitación. Porcentajes comparables a los nuestros 
son relatados por Stoner (27) y muy semejantes por Rosner (25), Arvilom­
mi (d y Finch y col. (I4). No observamos aglutinaciones múltiples entre 
los diferentes grupos serológicos, asi como tampoco fenómenos de auto­
aglutinación. Es interesante destacar que no hubo necesidad de emplear 
la técnica de tripsinhción, habiéndose obtenido resultados satisfactorios 
sin tener que recurrir a ella. Pudimos notar al igual que Finch (I4), una 
coaglutinación mas rápida y fuerte en las cepas pertenecientes al grupo B. 

Con esta investlllaci6n, se pudo establecer que el Phadebact Estrep­
tococcus test, es una prueba fácil de ejecutar, confiable y accesible a cual­
quier laboratorio dr rutina para la agrupación de los estreptococos de los 
grupos A, B, e y G que elimina el prol"esamiento largo que es necesario 
emplear para llevar a cabo la purificación y extracción del carbohidrato e, 
determinante de la antigenicidad de grupo y dándonos también resultados 
rápidos como el test presuntivo de la Bar.itracina pero más precisos que 
éste. Por lo tanto, consideramos que e. ,na prueba aceptable para lograr 
ese fin en un laboratorio de rutina. 

ABSTRACT 

Comparative studíes of the Coagglutinatíon, Bacitracin and Precipitation 
tests for the diagnosis of the Beta Hemolytic Streptococci. Piña de Carru­
yo, M. (Cátedra de Microbiología. Fac. de 1l.fedicina. Apartado 526. Uni­
versidad del Zulia. Maracaibo. Venezuela). Invest Cljn 23(2): 71-83, 



/982. Three methods used for the serological identification of strepto­
coccus groups A, B, e, and G were compared. These were: the precipita­
tion in capillary tubes; the sensitivity to Bacitracin and the Coagglutina· 
tion Phadebact Streptococcus test (using the method of Ranty and 
Randall). Of the 90 strains of bacteria studied, a 100% correlation was 
observed between the Phadebact and precipitation test; B.BG/o of the strains 
showed cross reacti ons with the G group. With the sensitivity test to 
Bacitracin in 4.4% of the strains false reactions were observed. Due to 
the results observed, we consider the Phadebact Streptococcus test the 
most acceptable method for laboratory use due to the rapidity, reproduc­
tibility and availability in determining the serological groups of strepto· 
coccus groups A, B, C, and G. 
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