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RESUMEN

S. pyogenes es uno de los patégenos humanos mas agresivos, cuya principal via de trasmisién es la respiratoria.
La falta de datos en nuestro pais de la prevalencia de portaciéon asintomatica, hacia necesaria determinarla para
conocer la exposicion a reservorios de esta bacteria. Los objetivos del presente estudio fueron determinar la
prevalencia de portadores asintomaticos de agentes de faringitis y comparar cualitativamente el resultado de la
incubacion cony sin CO,.

Materiales y métodos. Se utilizé un disefio observacional descriptivo transversal, con inclusién de sujetos
asintomaticos respiratorios clinicamente de forma prospectiva y dindmica en el periodo de septiembre de 2015 a
mayo del 2016, a partir de una poblacién accesible de 250 estudiantes de la Facultad de Medicina de la Universidad
de El Salvador. A ellos se les realizé hisopado faringeo por duplicado, las cuales fueron inoculadas en agar sangre
de carnero y las especies bacterianas identificadas por las pruebas de la Bacitracina, PYR y CAMP.

Resultados. El porcentaje de aislamiento de S. pyogenes fue de 4.24%. S. agalactiae 1.81% y de S. dysgalactiae
0.60%; de estas especies se aislaron cepas sensibles a la Bacitracina.

Conclusioén. Los resultados de nuestro trabajo son similares a los reportados en la literatura respecto a prevalencia
de portadoresde S. pyogenes (menos de 5%). S. agalactiaey S. dysgalactiae en faringe se consideran poco usuales.
También muestran la presencia de portadores de agentes de faringitis en la poblacién estudiantil universitaria, y
potenciales fuentes de infeccidén o de desarrollo de enfermedades estreptocdcicas.
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ABSTRACT

S.pyogenes is one of the most aggressive pathogens, with its main transmission path through the respiratory tract.
The lack of data of the asymptomatic carriage in our country made necessary it’s determination to quantify the
exposure to this bacterias’reservoirs. The aims of this study were to determine the prevalence of asymptomatic
carriers of pharyngitis agents and qualitatively compare the result of the incubation with and without CO.,.

Materials and methods. We conducted a cross-sectional observational study including clinically respiratory
asymptomatic subjects prospectively and dynamically during the period from September 2015 to May 2016,
from an available population of 250 university students. The samples were obtained by duplicate throat swabs,
inoculated in sheep blood agar and the bacterial species identified by the Bacitracin tests, PYR and CAMP.

Results. The percentage of isolation of S. pyogenes was 4.24%. S. agalactiae 1.81% and of S. dysgalactiae 0.60%;
Bacitracin-sensitive stains were isolated from these species.

Conclusions. The results from our work are similar to those reported in the literature regarding the prevalence
of S. pyogenes carriers (less than 5%) and S. agalactiae and S. dysgalactiae in pharynx are unusually. Our results
showed the presence of carriers of pharyngitis agents in the university student population which may develop
streptococcal diseases or be a source of infection.

Keywords: Streptococcus pyogenes, pharyngeal carrier, S. agalactiae and S. dysgalactiae sensitive to Bacitracin

INTRODUCCION produce infecciones profundas o invasivas,

especialmente bacteriemia y sepsis, asi
La colonizacién faringea asintomatica con S. como infecciones de piel y tejidos blandos
pyogenes a nivel mundial ocurre en menos del (Spellerberg y Brand, 2015) (Wessels M., 2012).
5% de la poblacion adulta (Spellerberg y Brand, La importancia clinica y epidemiolégica de esta
2015). Portador asintomatico es toda persona bacteria también se debe a las secuelas post-
que alberga un agente infeccioso especifico, sin infecciosas como la fiebre reumatica aguday la
presentar afeccién clinica reconocible, y que cardiopatia reumatica, laglomérulo nefritis pos
constituye una fuente potencial de infeccién, estreptocécica y otras menos comunes como
segun la Oficina Panamericana de la Salud la corea de Syde-ham, antiguamente llamada
(OPS) (Pichichero y Casey, 2003). EI S. pyogenes mal de San Vito (OPS, 2017) y el desorden
también coloniza piel, vagina y ano de ciertos neurosiquiatrico  pediatrico  autoinmune
individuos sanos originando el estado de denominado con las siglas PANDAS
portador. En la trasmisién de la bacteria, la (Spellerberg y Brand, 2015) (Swedo, et al., 1998)
portacién faringea de S. pyogenes, es un (Swedo, et al., 1997). Las infecciones bacterianas
fenémeno epidemiolégicamente importante; por S. pyogenes afectan a individuos de todas
porque estos portadores han originado brotes las edades; pero las infantiles son las mas
nosocomiales de infecciones estreptocécicas comunes: comprende del 20 a 40% de los casos
graves sobre todo después de intervenciones de faringitis exudativa en nifios, aunque es
quirargicas y se ha demostrado la relacién con rara antes de los tres anos con una incidencia
el personal de quiréfano u otros trabajadores de 15 a 30% en nifos y de 5 a 10% en adultos
de salud (OPS, 2017) (Pichichero y Casey, 2003). (Bisno, 2001); e igualmente la fiebre reumatica

aguda que afecta mas a la poblacién escolar,
ninos y jévenes de 3 a 15 afos y también a la
poblacién militar (OPS, 2017). Otras especies

S. pyogenes ademas de ser la causa comun
de faringitis bacteriana y de impétigo,
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menos importantes causantes de faringitis
son S.agalactiae, S. dysgalactiae y el bacilo
corineforme Arcanobacterium haemolyticum.
S.agalactiae esla principal causa de septicemia
y meningitis bacteriana de los recién nacidos y
una de las mas importantes de endometritis y
fiebre de las parturientas (Wessels M., 2012).

S. pyogenes, es una bacteria ubicua propia
de los humanos, el hombre es el reservorio
natural y la colonizacién asintomatica es a
nivel del tracto respiratorio superior y en la
piel es transitoria. La faringe es la ubicacién
mas importante, porque la principal forma de
transmisién de una persona a otra, es mediante
lainhalacion de las gotitas grandes respiratorias
que provienen de una persona con faringitis
estreptocécica, a partir de los portadores o
por contacto directo con lesiones infectadas
con la bacteria (OPS, 2017). Siendo El Salvador
un pais de medianos y bajos ingresos, con
hacinamiento y segun datos del Banco Mundial
considerado uno de los paises mas densamente
poblado de las Américas después de Haiti y
algunas islas del Caribe; tiene una poblacién
de 310 habitantes/km? (Banco Mundial, 2018)
(Martin Bard, 1985); y tomando en cuenta que
en nuestro medio existen portadores faringeos
de estas especies bacterianas, la poblacion esta
expuesta a infectarse. La ultima determinacion
de portadores faringeos se realizé en el personal
del Hospital Rosales en 1981 encontrando un
15.84% de portadores faringeos asintomaticos
de S. pyogenes (Bloch, Soundy y Zelaya, 1981).

Los objetivos del estudio son conocer en
una muestra seleccionada de estudiantes
universitarios, la prevalencia de portadores del
principal agente de faringitis bacteriana y de
otras especies menos reportadas y comparar
cualitativamente el resultado de la incubacion
en atmodsfera con y sin CO,. La hipétesis
planteada es que la colonizacién faringea
asintomatica ocurre en menos del 5% en
adultos jévenes.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigaciéon se desarrollé en la Facultad
de Medicina de la Universidad de El Salvador.
Se utilizé un diseno de tipo observacional
descriptivo, transversal, con inclusiéon de casos
consecutivos de forma prospectiva y dindmica,
en una poblacién accesible de 250 estudiantes
universitarios, los siguientes criterios
de inclusién: de cualquier edad, de ambos
géneros, asintomatico de faringitis u otro
sintoma respiratorio, lo cual se comprobé con
examen fisico y pertenecientes a la Facultad de
Medicina de la Universidad de El Salvador. A
todos los que cumplian los criterios de inclusion
se les invitd a participar en la investigacion,
informandoles del objetivo principal y de la
metodologia que se utilizaria; aclarando que
la participacion era voluntaria. Se les explicé
que se les daria sus resultados y en caso de
ser portador de S. pyogenes deberian recibir
tratamiento. Por su participacion en el estudio
se les ofreci6 la realizacion de un cultivo control
post-tratamiento, y que esos datos ya no son
parte del estudio. La inclusion se realizé en
dos momentos, la primera en el ciclo 11-2015
y la segunda durante el ciclol-2016. De esta
poblacién accesible se realizé un muestreo no
probabilistico de conveniencia.

con

Los procedimientosrealizados fueron:1. Examen
médico, llenado y firma del consentimiento
informado, 2. Toma de la muestra faringea 3.
Informe del resultado. Todos los estudiantes que
participaron en el estudio fueron interrogados
y examinados por un médico integrante del
grupo investigador, asegurando que no estaba
recibiendo tratamiento con antibidticos. Se
les indicé que dos horas antes de la toma de
la muestra no debian haber comido ni bebido
ningdn alimento. La toma de la muestra se
realizé con la técnica de hisopado faringeo
(Spellerberg y Brand, 2015) (Winn, et al., 2013).
A cada individuo se le tomaron 2 muestras de
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secrecion faringea, las cuales fueron inoculadas
cadauna en placas de agar con 5% de sangre de
carnero por el método de estrias para obtener
colonias aisladas; puncionando el medio al final
del segundo y tercer bloque de estrias para
observar mejor la hemolisis. Las placas fueron
incubadas a 36x1°C, una en aerobiosis y la otra
en atmosfera con 5-10% de CO, por 48 horas;
se realizé una primera lectura a las primeras 24
horas de incubacion (Spellerbergy Brand, 2015)
(Winn, et al.,2013).

Se consideran cepas del grupo piogénico de
Streptococcus (S. pyogenes, S. agalactiae y S.
dysgalactiae), las colonias beta hemoliticas,
mayores o iguales a 0.5 mm, usualmente blanco
almendrado, humedas, brillantes o mate, con
una amplia zona de beta hemadlisis, dos o tres
veces el didmetro de la colonia, y/o colonias
con zona de hemolisis mas estrecha u opaca.
(Spellerberg y Brand, 2015) (Winn, et al., 2013).
A partir del primer aislamiento se resembraron
en agar sangre de 8 a 12 colonias para obtener
las bacterias en cultivo puro. De estas se hizo
examen microscopico con coloracion de Gram,
confirmando la presencia de cocos en cadenas
cortas, Gram positivos y prueba de catalasa
negativa; identificAndose pertenecientes al
género Streptococcus y las especies por la
sensibilidad a la Bacitracina Taxo A®, reaccion
a la pyrrolidonyl aminopeptidasa PYR®REMEL,
prueba de Christie, Atkins and Munch-Petersen
(CAMP) (Spellerbergy Brand, 2015) (Winn, et al.,
2013) (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Los resultados esperados con la prueba de PYR,
se obtuvieron con una pequefia modificaciénde
la técnica de la prueba rapida (Ellner, Williams,
Hosmer y Cohenford, 1985); que consistié en
prepararuna suspension de la bacteriaen 0.2 ml
de agua destilada, para obtener turbidez igual
o mayor al tubo 2 de la escala de MacFarland;
esa suspension bacteriana fue incubada
a 36°#1C por 5 minutos; luego se agregd al
tubo, el disco impregnado con el sustrato

(pyrrolidonyl aminopeptidasa), y se incubé a
36°£1C por 30 minutos; después se agregé una
gota de la solucion reveladora obteniendo el
color rojo cereza tipico con la cepa patrén de S.
pyogenes. La suspension bacteriana se preparé
con asa bacteriolégica de plastico, para evitar
los restos de carbono que se acumulan al usar
asa bacteriolégica metalica flameada, porque
esto interfiere con el resultado de la prueba
y da negativo con la cepa patréon. Todos los
resultados fueron controlados con una cepa
patrén conocida de Streptococcus pyogenes 'y
para el negativo con S. agalactiae.

La toma de las muestras a cada sujeto, la
siembra inicial por duplicado, la obtenciéon de la
bacteria de interés en cultivo puro y el proceso
de aislamiento e identificaciéon fue realizado
por los investigadores de este proyecto en el
Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de El Salvador.
La identificacion de las cepas aisladas fue
confirmada por el Laboratorio Nacional de
Referencia del Ministerio de Salud (MINSAL)
con el método automatizado VITEK 2 COMPAC.

El andlisis de los datos, se hizo con base en el
numero total de unidades de analisis obtenidas
de cada uno de los 165 sujetos seleccionados,
de un universo de 250 estudiantes.

RESULTADOS

Del total de sujetos estudiados se aislaron
1 bacterias pertenecientes al género
Streptococcus, correspondiendo a una
prevalencia global del 6.67%, siendo el S.
pyogenes (4.24%) el mas frecuente (Tabla1).

De los 165 estudiantes que participaron en
esta investigacion el 58.2% fueron del sexo
femenino (96) y el 41.8% del masculino (69),
dando una relacién femenino/masculino de
participacion de 1.4:1. Desglosando los datos de
bacterias identificadas de acuerdo al sexo, se
observdé mayor frecuencia de aislamientos de
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las especies de Streptococcus en sujetos del
sexo femenino, 10 (90.9%) (Tabla 2).

En sujetos del sexo masculino, solo se obtuvo
aislamiento de S. agalactiae en el 1(9.1%).

Los resultados de las pruebas de identificacion
se presentan en la tabla 3. De las colonias beta
hemoliticas seleccionadas 11 fueron negativas a
la prueba de catalasa, prueba que define género
Streptococcus, de las que 7 fueron sensibles a la

Hubo discrepancia en la respuesta a la
Bacitracina en aislamientos de S. dysgalactiae
(cepa No 161) y de S. agalactiae (cepas N° 114
y N° 138), pero pertinencia en los resultados
de las pruebas PYR y CAMP. Las caracteristicas
fenotipicas de los aislamientos de S. pyogenes
y un aislamiento de S. agalactiae, coinciden
con lo previamente reportado. Pero 2 de las
cepas de S. agalactiae y el Unico aislamiento
de S. dysgalactiae mostraron discrepancia en

prueba que define género Streptococcus, de las
que 7 fueron sensibles a la Bacitracina, positivos
al PYR y negativos a CAMP confirmandose

la respuesta a la Bacitracina. La confirmacién
de la identificaciéon se hizo con el Método
automatizado VITEK 2 COMPAC (BioMéreux).
como S. pyogenes.

Tabla 1. Distribuciéon de especies de estreptococos piogénicos aislados a partir de la mucosa faringea de
personas asintomaticas en relacion al total de muestras procesadas y los porcentajes de negatividad

BACTERIA AISLADA POSITIVOS % NEGATIVOS %

Streptococcus pyogenes 7 424 158 95.76
Streptococcus agalactiae 3 1.82 162 98.18
Streptococcus dysgalactiae 1 0.61 164 99.39
TOTAL 165(100%) 1 6.67 154 93.33

Tabla 2. Distribucién de especies de estreptococos piogénicos aislados a partir de mucosa faringea en personas
asintomaticas seguin sexo.

FEMENINO (10/96) MASCULINO (1/69)

BACTERIA AISLADA TOTAL (11)
POSITIVO % POSITIVO %

Streptococcus pyogenes 7 63.6 0 (0] 7 (63.6%)

Streptococcus agalactiae 2 18.2 1 9.1 3(27.3%)

Streptococcus dysgalactiae 1 9.1 0 (0] 1(9.1%)

TOTAL 11 (100%) 10 90.9 1 9.1 11 (100%) POSITIVOS

Tabla 3. Resultados de las pruebas de identificacidon de estreptococos piogénicos aislados a partir de mucosa
faringea en personas asintomaticas.

CATALASA BACITRACINA PYR CAMP

BACTERIA AISLADA

POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO  NEGATIVO
Streptococcus 0 7 7 0 7 0 0 7
pyogenes
Streptocoqcus 0 1 1 0 0 1 0 1
dysgalactiae
Streptogoccus 0 3 2 1 0 3 3 0
agalactiae
TOTAL (0] n 10 1 7 4 3 8
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DISCUSION

Estos resultados ponen de manifiesto que, en
nuestramuestra, el mayornimerode portadores
de estreptococos piogénicos resultan positivos
para S. pyogenes que es el principal agente
causal de faringitis bacteriana (Spellerberg y
Brandt, 2015) (Winn, 2013) (Wessels M., 2012).

La portacidon de S. pyogenes, fue del 4.24%
en una muestra de 165 adultos jovenes
universitarios. Este porcentaje es similar a la
prevalencia encontrada en otros estudios de
poblaciones semejantes realizados en América:
la colonizacién faringea asintomatica de menos
del 5% reportada para la poblacién adulta
por la Sociedad Americana de Microbiologia
(Spellerberg y Brand, 2015), de 5.39% en una
poblacién adulta sana de una comunidad
universitaria con rango etario de 21 a 80 anos
y de 6.25% (Alves y Bevacqua, 2012), y en
estudiantes universitarios con edades entre 17
y 25 anos (Romero, Requena, Martinez, Ladera
y Jery, 2009).

S. agalactiae y S. dysgalactiae en faringe se
consideran poco usuales; pero se tienen datos
que indican que estas especies son causantes
de faringitis y de enfermedades severas
(Spellerberg y Brandt, 2015) (Shah, Centor
y Jennings, 2007) (Waghorm, 2016). Desde
décadas atras S. agalactiae, es reconocido
causante de enfermedad neonatal y e |
indice de la colonizacion del tracto urogenital
y gastrointestinal puede ser demostrado entre
el 10 al 30% en las mujeres como también en
los varones (Spellerberg y Brandt, 2015). No se
aislé Arcanobacterium haemoliticum, pero si
se ha demostrado la portacion asintomatica de
esta bacteria en trabajos de mayor cobertura
en tiempo y nuimero de sujetos estudiados
(Mackenzie, et al.,, 1995). En esta investigacién
se realizé la toma del exudado faringeo y el
cultivo en agar sangre; que es el estandar
de oro para el diagnéstico de la faringitis

bacteriana aguda con una sensibilidad de 90
a 95%; sensibilidad que es mayor cuando
se hace por duplicado como se desarrollé en
esta investigacion (Spellerberg y Brandt, 2015)
(Bisno, 2001).

La identificacion de las especies se realizé
con base en la respuesta a la Bacitracina, PYR
y CAMP que son pruebas para determinar
caracteristicas fenotipicas (Spellerberg vy
Brandt, 2015) (Winn, et al,, 2013). Se considera
que la susceptibilidad a la Bacitracina es una
prueba presuntiva que con las pruebas de PYR
o de aglutinaciéon proporciona la identificacion
definitiva (Abraham y Sistla, 2016); en relacion
a esto Spellerberg y Brandt (2015) afirman que:
“aunque otras especies pueden muy raramente
poseer el antigeno del grupo A (Unico antigeno
contenido en S. pyogenes), en algunas de ellas,
falta la actividad de la PYR” que es positiva para
S. pyogenes (p. 389).

Los aislamientos de S. pyogenes y un
aislamiento de S. agalactiae, coincidieron
con las pruebas establecidas; pero 2 de las
cepas de S. agalactiae y el uUnico aislamiento
de S. dysgalactiae mostraron discrepancia en
la respuesta a la Bacitracina. Los aislamientos
de cepas discrepantes se han dado en otras
investigaciones; en relacién a estos hallazgos en
los procesos de identificacion de estas cepas,
algunos autores afirman: “que otras especies
de estreptococos pueden ser ocasionalmente
positivos en una de estas pruebas y no
necesariamente en ambas” (Abraham y Sistla,
2016) (Spellerberg y Brandt, 2015) (Winn, et al,,
2013). Por lo que Abraham y Sistla concluyen
que “los laboratorios clinicos podrian no
depender de la sensibilidad a Bacitracina como
Unica prueba presuntiva para la identificaciéon
de rutina de S. pyogenes, pero podrian
usar pruebas suplementarias tal como las
pruebas de PYR o la de Aglutinaciéon de Latex”
(Abraham y Sistla, 2016) aunque otros autores
mas recientes opinan que con solo la PYR se
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identifica a S.pyogenes (Wessels M., 2012). Esta
ultima prueba es la mas indicada porque otros
autores consideran que la Aglutinaciéon de Latex
aumenta los costos (Caraffini, Nébile, Figueroa
y Costamagna, 2007) por lo que es aceptable
hacer al menos tres pruebas que detectan
caracteristicas fenotipicas; como se hizo en esta
investigacion.

De la prueba de PYR se logré obtener los
resultados esperados con la cepa control
positiva (S. pyogenes) haciendo una pequena
modificacion del método. S. pyogenes;
crece bien en atmodsfera aerobia con y sin
CO,; en relacibn a esto se afirma que la
incubacion con CO, es la recomendada para
los otros estreptococos beta hemoliticos, los
estreptococos viridans y Arcanobacterium
haemolyticum (Spellerberg y Brandt, 2015)
(Murray, 1976) por lo que las incubaciones se
deben hacer con CO,,.

CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en la investigaciéon
se concluye que la portacién faringea de S.
pyogenes en jovenes universitarios, con un
porcentaje de 4.24% es semejante a la de otros
estudios. De otros agentes menos importantes
causantes de faringitis se encontré para S.
agalactiae 1.81% y de 0.60%. S. dysgalactiae.

Se aislaron tres especies discrepantes a la
respuesta de sensibilidad a la Bacitracina
que siendo sensibles a esta prueba no eran
S. pyogenes, éstas se identificaron como S.
agalactiae y S. dysgalactiae por las respuestas
pertinentes conlasotras pruebasy confirmaciéon
con el Método automatizado VITEK 2 COMPAC.

En El Salvador no se habian realizado
investigaciones en jovenes que
aportaran datos de prevalencia de portacion
faringea de S. pyogenes, S. agalactiae y S.
dysgalactiae como es el objetivo de esta
investigacion; pero si se realizé en trabajadores

adultos

de la salud del Hospital Rosales en el ano de
1981 encontrando un 15.84% de portadores
faringeos asintomaticos de S. pyogenes.
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