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RESUMEN

Los estreptococos betahemoliticos son bacterias capaces de producir patologias graves y cuadros clinicos con
secuelas permanentes, particularmente en la poblacion infantil. El exudado faringeo y posterior aislamiento en agar
sangre es el método mas comunmente utilizado para su identificacion. Actualmente, se ha observado que algunos
laboratorios recomiendan no cepillarse los dientes antes de la realizacion del exudado faringeo mientras que hay
algunos autores que recomiendan el cepillado de dientes antes del examen. En consecuencia, el objetivo de esta
investigacion fue determinar el aislamiento faringeo de estas bacterias utilizando caldo Todd-Hewitt en individuos
asintomaticos con y sin previo cepillado dental. La muestra estuvo representada por 203 jévenes asintomaticos,
entre 10y 15 aflos de edad, de los géneros masculino y femenino provenientes de cuatro instituciones educativas del
municipio “Francisco Linares Alcantara”, estado Aragua, Venezuela. El grupo de estreptococo betahemolitico mas
frecuentemente aislado correspondio al grupo G (42%). El numero de aislamientos de estreptococos betahemoliticos
fue significativamente mayor (p = 0,0011) en el grupo que no se cepillo los dientes (n = 17/104) en comparacion con
el grupo que si lo hizo (n = 2/99). La incubacion del hisopo correspondiente a la muestra del exudado faringeo en
el caldo Todd-Hewitt antes de la siembra en agar sangre, favorecio notablemente la recuperacion de estreptococos
betahemoliticos comparado con la técnica de siembra directa del hisopo en agar sangre. Se hallé una fuerza de
concordancia pobre (k = 0,16943) entre las técnicas empleadas y diferencias estadisticamente significativas entre el
numero de aislamiento de estreptococos betahemoliticos mediante la aplicacion de ambos procedimientos (18 vs.
3; p=0,02060). Estos hallazgos demuestran que el no cepillado dental y la incubacion previa en caldo Todd-Hewitt
favorecen el aislamiento de estos microorganismos.

PALABRAS CLAVE: Streptococcus pyogenes, exudado faringeo, cepillado dental, caldo Todd-Hewitt.
ABSTRACT

Beta-hemolytic streptococci are bacteria capable to inflict serious pathologies and leave permanent
consequences, particularly in the children population. The pharyngeal exudate and posterior isolation in blood
agar is the most common method used for their identification. Currently, it has been observed that some researchers
recommend not to brush the teeth before the completion of the throat swab while some authors recommend brushing
the teeth before the test. In consequence, the objective of the present study was to determine the isolation of these
bacteria using Todd-Hewitt broth in asymptomatic individuals with and without dental brushing. The sample was a
group of 203 asymptomatic children within the age 10 to 15 years old, of both sexes, enrolled in four schools from
“Francisco Linares Alcantara” Municipality, Aragua State, Venezuela. The group of beta-hemolytic streptococci
most often isolated corresponded to the group G (42%). The number of beta-hemolytic streptococci isolations was
significantly higher (p = 0.0011) in the group who had not brushed their teeth (n = 17/104) in comparison with the
group of youths who did (n = 2/99). The incubation on the cotton swab corresponding to the pharyngeal exudate in
Todd Hewitt broth before the inoculation on the Blood Agar, favored noticeably the recuperation of beta-hemolytic
streptococci compared with the technique of direct seeding the swab on blood agar. A weak agreement was found
in the concordance strength (x = 0.16943) between the used techniques and there were statistically significant
differences between the number of beta-hemolytic streptococci isolations through the execution of both procedures
(18 vs. 3; p =0.02060). These findings demonstrate that the no-teeth-brushing and the previous incubation of the
swab? in Todd Hewitt broth enhances the isolation of these microorganisms.

KEY WoRDSs: Streptococcus pyogenes, throat swab, teeth brushing, Todd-Hewitt’s broth.

INTRODUCCION del grupo A; EBHGA) es un coco Gram positivo que
infecta a la poblacion infantil provocando faringitis,
Streptococcus pyogenes (estreptococo betahemolitico  otitis, erisipela, escarlatina, entre otros cuadros clinicos,
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aunque la poblacion adulta también es susceptible (Winn
et al. 2008, Samson y Kwok-Yung 2012). La faringitis
es el cuadro clinico mas frecuente y se caracteriza por
la inflamacion de la faringe y amigdalas. Esta bacteria
también puede originar secuelas permanentes como la
glomerulonefritis y fiebre reumatica, particularmente
en nifios y adolescentes (Hahn ef al. 2005, Cunningham
2008, Henningham et al. 2012, Kumar y Tandon 2013).
Probablemente la vulnerabilidad de este grupo etario se
relaciona a que este grupo asiste a lugares de espacio
reducido como es el caso de las escuelas cerradas, las
cuales son areas propicias para la proliferacion de la
bacteria dando una mayor probabilidad de contagio al
individuo (Cunningham 2008, Pérez et al. 2008, Winn
et al. 2008). Los estreptococos de los grupos C y G han
tomado importancia en los ltimos aflos (sobre todo en
los paises tropicales) como agentes causales de faringitis
(Lindbaek et al. 2005, Winn et al. 2008, Bramhachari et
al. 2010).

La transmision de la faringitis estreptococica se
realiza de persona a persona, a través de gotitas de saliva
o0 secreciones respiratorias y se ha demostrado que los
portadores asintomaticos juegan un papel fundamental en
la transmision; de ahi la gran importancia que representa
su busqueda y control a fin de evitar la diseminacion
de las infecciones estreptococicas (Romero et al. 2002,
Roberts ef al. 2012).

El cultivo del hisopado faringeo en agar sangre de
carnero al 5% es el método de referencia o patrén de
oro (del inglés: “gold standard”) para el aislamiento de
S. pyogenes y otros estreptococos betahemoliticos, sin
embargo deben cumplirse condiciones adecuadas, ya que
éstas son bacterias de dificil aislamiento y deben tomarse
todas las precauciones para evitar reportar resultados
erroneos, principalmente falsos negativos (Valencia et
al. 2010). Actualmente se observa que hay laboratorios
que recomiendan el no cepillado de los dientes antes de
la realizacion del exudado faringeo mientras que hay
autores que recomiendan cepillarse los dientes antes de
la realizacion del examen (Velasco et al. 2011). Debido
a esta observacion, uno de los objetivos de la presente
investigacion fue la comparacion del aislamiento de
estreptococos betahemoliticos previo al cepillado y no
cepillado de dientes antes de la realizacion del exudado
faringeo. Por otro lado, una practica que permite una
buena recuperacion de estreptococos betahemoliticos es
la incubacion del hisopo en caldo Todd-Hewitt durante
3 a 5 horas a 35°C previa a la siembra en placas de agar
sangre (Matas ef al. 2008), por lo tanto, en este estudio
también se compard este procedimiento con la siembra
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directa del hisopo en agar sangre de carnero al 5%.
MATERIALES Y METODOS

El nivel de la presente investigacion fue de tipo
descriptivo, disefio de campo, tipo transeccional o
transversal.

La poblacion en estudio estuvo constituida por 906
individuos inscritos en cuatro instituciones educativas,
dos publicas y dos privadas del municipio “Francisco
Linares Alcantara” del estado Aragua para el periodo
académico 2011-2012. Para la seleccion de la muestra se
utilizé un método de muestreo no probabilistico de tipo
intencional. Se utilizaron como criterios de inclusion,
escolares con edades comprendidas entre los 10 a 15
aflos, sin sintomas de infeccion faringea actual, sin
tratamiento con antibioticos actual o que no hubieran
recibido tratamiento con antibioticos en los ultimos 15
dias. Respetando las normas éticas concordantes con la
Declaracion de Helsinki de 1964, enmendada en 2008,
y del Codigo de Etica para la Vida del Ministerio del
Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia ¢ Industrias
Intermedias (Republica Bolivariana de Venezuela) del
ano 2011, se solicitd el consentimiento informado de
participacion a todos los padres y representantes de
aquellos estudiantes incluidos en la investigacion. La
muestra estuvo constituida por 203 individuos, de los
cuales 99 se cepillaron los dientes y 104 no se cepillaron
los dientes. Para la realizacion del exudado faringeo, un
hisopo estéril se frotdo cuidadosamente entre los pilares
tonsilares y debajo de la tivula, con la prevencion de
no tocar las paredes laterales de la cavidad bucal o de
la lengua. Rapidamente el hisopo se coloco en medio
de transporte (Stuart) para la posterior siembra en agar
sangre de carnero al 5%. Seguidamente se tomd una
segunda muestra de exudado faringeo con otro hisopo
de algodon estéril, el cual se colocod inmediatamente en
caldo Todd-Hewitt.

Con la intencion de aislar los estreptococos
betahemoliticos se sembro en una placa de agar sangre
de carnero al 5% por el método de estria y puncion (Winn
et al. 2008). El hisopo contenido en el caldo de Todd-
Hewitt se incubd a 35°C durante 4 horas. Transcurrido
este tiempo se sembrd un indculo en una placa de agar
sangre de carnero al 5% por el método antes mencionado.
Ambas placas se incubaron a 35°C en ambiente de
microaerofilia (5-10% de CO,) durante 24 a 48 horas.

Posteriormente  se  buscaron las  colonias
betahemoliticas sospechosas y se subcultivaron en
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placas de agar sangre y se incubaron a 35°C durante
18 a 24 horas. A partir de este aislado se realizé tincion
de Gram. El aislado se resembr6 en agar BHI (Brain-
Heart-Infusion) en taco inclinado para realizar la prueba
de la catalasa. Por ultimo se procedio a la identificacion
de grupo mediante la utilizacion de particulas de latex
recubiertas de anticuerpos especificos anti grupo A, B,
C, D, F y G (Oxoid Streptococcal Grouping Kit, USA).

Los resultados fueron tabulados y se construyé la
tabla de contingencia para el aislamiento de estreptococos
betahemoliticos y la condicion de cepillado por parte de
los individuos, adicionalmente se construy6 la tabla de
contingencia para el aislamiento de estreptococos y la
incubacion o no en caldo Todd-Hewitt previa siembra en
agar sangre. Las proporciones de aislamiento entre los
individuos que se cepillaron los dientes y los que no lo
hicieron se compararon utilizando la prueba de diferencia
de proporciones y se construy6 el intervalo al 95% de
conflanza para tal diferencia. Para comparar el grado

de concordancia entre la frecuencia de aislamiento para
la siembra directa del hisopo en agar sangre de carnero
al 5% y la previa incubacion del hisopo a la siembra en
agar sangre utilizando el medio Todd-Hewitt, se calculd
el coeficiente x (kappa) de Cohen y se construyd el
correspondiente intervalo al 95% de confianza. Se utilizo
el nivel de significacion de 5%. Los resultados fueron
tabulados utilizando el programa MS Excel 2010 y
procesados con el programa estadistico Statxact 9.0 bajo
ambiente Windows.

RESULTADOS

En la Figura 1, se presenta la distribucion de los
estreptococos betahemoliticos aislados en los individuos
de las diferentes instituciones educativas del municipio
“Francisco Linares Alcantara”, donde se observod
predominio de estreptococos betahemoliticos del grupo G
(EBHGG, n = 8; 42,0%), seguido del grupo B (EBHGB,
n=15;26,0%).

42%(n=8)
26%(n=35)
11%(n=2) 11%(n=2)
5% (n=1) 5% (n=1)
EBHGA EBHGB EBHGC EBHGD EBHGF EBHGG

Figura 1. Distribucion de estreptococos betahemoliticos aislados en individuos del municipio Francisco Linares Alcantara, estado Aragua, 2012.

Con la finalidad de determinar si el cepillado o no
de dientes como tratamiento previo a la realizacion del
exudado faringeo puede influir en el aislamiento de los
estreptococos betahemoliticos, se procedié a comparar
la proporcion de cultivos positivos obtenidos en ambas
situaciones. En la Tabla 1 se puede observar que existen
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,0011)
entre la proporcion de cultivos positivos cuando se
procede al cepillado de dientes (n = 2/99; 2,0%), en
comparacion con la obtenida al no efectuar el cepillado
de los dientes (n = 17/104; 16,3%) previo a la realizacion
del exudado faringeo.
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Los resultados obtenidos al comparar la siembra
directa con el hisopo en agar sangre de carnero con
la previa incubacion a la siembra utilizando el caldo
Todd-Hewitt, se muestran en la Tabla 2. Un total de
186 datos resultaron concordantes (91,6%) y 17 (8,4%)
discordantes. Los analisis estadisticos efectuados
revelaron una fuerza de concordancia pobre (x = 0,16943)
entre las técnicas empleadas para el procesamiento
inicial de las muestras de exudado faringeo y diferencias
estadisticamente significativas entre el numero de
portadores de estreptococos betahemoliticos detectados
con ambos procedimientos (p = 0,02060). Al analizar
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los porcentajes de recuperacion utilizando el caldo
Todd-Hewitt como método de preincubacion antes de
la siembra en agar sangre de carnero al 5%, se pueden
observar los siguientes resultados: entre los individuos
que se cepillaron los dientes el porcentaje de recuperacion

correspondio a 2,0% (2/99), entre los individuos que no
se cepillaron 15,4% (16/104) y si se analiza el estudio
completo el porcentaje de recuperacion fue de 8,9%
(18/203).

Tabla 1. Proporcion de cultivos de estreptococos betahemoliticos previo cepillado o no de los dientes antes del exudado faringeo.

Cultivo de Procedimiento previo al exudado faringeo
estreptococos Total
betahemoliticos Cepillado No cepillado
Positivo 2 (2%) 17 (16,3%) 19 (9,4%)
Negativo 97 (98%) 87 (83,7%) 184 (90,6%)
Total 99 104 203

Prueba de diferencia de proporciones
pno cepillado - 0’ 1635
pccpillado = ’0202
pno ccpillado-pccpillado = O’ 1433
p=0,0011

IC(p ) = (0,06698; 0,21954)

no ccpillado-p cepillado

Tabla 2. Proporcion de cultivos de estreptococos betahemoliticos previo cepillado o no de los dientes antes del exudado faringeo.

Incubacion previa del

Siembra directa del hisopo en agar sangre

hisopo en caldo Todd- Total
Hewitt Positiva Negativa
Positiva 2 16 18
Negativa 1 184 185
Total 3 200 203
Coeficiente de concordancia x de Cohen
x=10,16943
p=0,0206
IC(x) = (-0,04760; 0,38647)
DISCUSION no patogeno o flora normal de los humanos, sin embargo,
ya se ha implicado en la produccion de faringitis en nifios
Entre los estreptococos betahemoliticos mas  y adultos como también en otros procesos infecciosos

frecuentes se puede mencionar a los estreptococos
de los grupos A, B, C, F y G, siendo el grupo A o
Streptococcus pyogenes el mas investigado, por ser
el responsable principal de los cuadros de faringitis y
secuelas no supurativas que afectan al humano. Aunque
actualmente han adquirido importancia al demostrarse
que igualmente pueden estar implicados en casos de
faringitis (Martin et al. 2004, Shah et al. 2007, Chavez
et al. 2008, Bramhachari et al. 2010, Al-Charrakh et al.
2011, Tartof et al. 2011, Harrington y Clarridge 2013,
Sanz-Rojas et al. 2013).

El estreptococo del grupo G representd el grupo
mas frecuentemente aislado en esta investigacion. Este
microorganismo fue considerado por muchos afios como
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de piel y tejidos blandos, lo que le da importancia
desde el punto de vista clinico (Sylvetsky et al. 2002,
Bramhachari et al. 2010). Otras investigaciones reflejan
porcentajes diferentes, asi se tiene que Devi et al.
(2011), lo reportan en 19,81%, mientras que Miranda
(2012) 1o hace en 17,64%. La proporcion de portadores
asintomaticos por estreptococos betahemoliticos cambia
segun el pais, estacion del afio, humedad, ambiente y
edad. Estudios realizados en diversos paises indican una
baja prevalencia del grupo A y una alta prevalencia de los
grupos C y G en paises tropicales y subtropicales, siendo
esta la posible razon por la que en esta investigacion
se observa este predominio del grupo G. En un estudio
realizado en Venezuela, en el que participaron escolares
asintomaticos de dos instituciones del estado Zulia, se
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report6 una frecuencia de 19,85% (26/131) para el grupo
G, difiriendo del porcentaje (42,0%) encontrado en esta
investigacion (Gonzalez-Lama et al. 2000, Romero et al.
2002, Giannelli y Posse 2007).

Streptococcus agalactiae o EBHGB fue el segundo
grupo de estreptococo betahemolitico mas frecuentemente
aislado (26,0%). Actualmente, la infeccion ocasionada
por este estreptococo es considerada una enfermedad
emergente entre la poblacion adulta no gestante.
Aparece, con mayor frecuencia entre personas con una
enfermedad subyacente y comorbilidad manifiesta como
la diabetes mellitus, situaciones de inmunodepresion
(neoplasias o inmunodeficiencias, incluida la infeccion
por VIH), la insuficiencia renal cronica o la enfermedad
hepatica cronica; también se ha descrito después de
algunos procedimientos neuro-quirdrgicos o tras un
traumatismo craneoencefalico. El espectro clinico de la
infeccion por EBHGB incluye la afectacion de la piel y
los tejidos blandos, el tracto genito-urinaro o respiratorio,
incluida la neumonia, el sistema nervioso central, el
endocardio y la bacteriemia primaria. En un estudio
realizado en escolares de 4 a 15 afios de las Palmas de
Gran Canaria (Espafia), se encontro 11,0% de EBHGB.
En otro estudio efectuado en escolares de 12 a 18 afios
de este mismo pais (San Fernando, Cadiz), se observo
una frecuencia de 5,88% para este mismo estreptococo.
En Venezuela, en un trabajo llevado a cabo en portadores
nasofaringeos de bacterias potencialmente patdogenas en
pre-escolares (menores de 6 afios de edad) de Maracaibo,
se encontr6 en orofaringe 12,5% de EBHGB, todos estos
porcentajes diferentes a los encontrados en la presente
investigacion. En cambio, en otro trabajo realizado en
portadores asintomaticos (individuos de 7 a 12 afios) de
dos instituciones escolares del estado Zulia, se evidencio
28,24%, siendo este porcentaje similar al encontrado en
este estudio (Castellano-Gonzalez et al. 2002, Gonzalez-
Lama et al. 2000, Chaiwarith et al. 2011, Garcia 2012).

En esta investigacion se determiné si el cepillado
y no cepillado de los dientes como condiciéon previa
a la realizacion del exudado faringeo influyo en el
aislamiento de los estreptococos betahemoliticos.
Los investigadores de esta publicacion, después de
una busqueda exhaustiva en diferentes bases de datos
de publicaciones cientificas no encontraron estudios
anteriores a éste donde comparen tales procedimientos.
En el presente trabajo, cuando se contrastaron las
proporciones de cultivos positivos en ambas situaciones
se encontré que fue mayor la proporcion de aislamiento
en individuos no cepillados, lo que significa que el no
cepillado de los dientes antes de realizar el exudado

269

faringeo constituye una buena recomendacion para una
mayor recuperacion de estreptococos betahemoliticos.
Esto puede deberse a que al cepillarse los dientes se
utilizan dentifricos que contienen agentes bactericidas y
éstos pueden eliminar temporalmente los estreptococos
que pudieran encontrarse en la cavidad faringea.

Al comparar la siembra directa con el hisopo en agar
sangre de carnero con la previa incubacion a la siembra
utilizando el caldo Todd-Hewitt, se evidencidé un indice
Kappa de Cohen de 0,16943, interpretandose como una
concordancia pobre entre ambos métodos (Lopez y Pita
1999), lo que indica que 16 resultados de aislamiento por
el método con caldo Todd-Hewitt (Tabla 2) no fueron
detectados por la siembra directa con el hisopo en agar
sangre, por lo que la incubacion previa a la siembra con el
medio Todd-Hewitt resultd ser mas eficiente al momento
de aislar estos microorganismos. En un estudio anterior a
éste se evidencio que la incubacion previa en caldo Todd-
Hewitt incremento la recuperacion del estreptococo del
grupo A de exudados faringeos, entre 11,6% a 24,0% en
comparacion con la recuperacion de este microorganismo
utilizando la siembra directa del hisopo en agar selectivo
de estreptococo y agar tripticasa soya al 5% con sangre de
carnero, respectivamente (Harbeck et al. 1993). En otra
investigacion se demostrd un incremento de 17,9% en la
recuperacion de estreptococo del grupo A utilizando el
caldo Todd-Hewitt en comparacion con la recuperacion
de la siembra directa del hisopo en agar estreptococo
SXT (Daly et al. 1994). Estos resultados difieren del
presente estudio, en el que se recuperd 2,0%, 15,38% y
9,0%, dependiendo del grupo analizado, individuos que
se cepillaron los dientes, individuos que no se cepillaron
los dientes y total de individuos que participaron en el
estudio, respectivamente. En una investigacion mas
reciente, Ding y Wang (2011) primero compararon dos
métodos de tamizaje rapido (Hibridacion Fluorescente in
situ'y el Ensayo Inmunocromatografico) para la deteccion
de S. pyogenes en muestras de exudados faringeos,
provenientes de 630 pacientes (edades entre los 6 meses
y 14 afnos) con signos y sintomas de infeccion aguda
del tracto respiratorio superior. Después de analizar
los datos discordantes calcularon la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivo y negativo de
ambos métodos. Para confirmar los datos discordantes,
los investigadores utilizaron la preincubacion en caldo
Todd-Hewitt de las muestras de hisopado faringeo
correspondiente a los datos discordantes mencionados
antes de la siembra en agar sangre de carnero al 5%. La
utilizacion de la preincubacion de las muestras de exudado
faringeo correspondientes a los datos discordantes,
demuestra la ventaja del método de preincubacion en
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caldo Todd-Hewitt para una mayor recuperacion de S.
pyogenes. Cuando se analizan los componentes del caldo
se observa que la peptona y la infusién de corazon le
proporcionan al medio nutrientes (nitrégeno, vitaminas
y aminoacidos) necesarios para el desarrollo de estas
bacterias consideradas de dificil crecimiento, también
contiene dextrosa, aziicar importante como fuente de
energia. Los fosfatos y el carbonato de sodio cumplen un
papel importante al mantener el pH del medio, evitando
la inactivacion de las hemolisinas (DIBICO s/f).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En esta investigacion los individuos que no se
cepillaron los dientes antes de la realizacion del exudado
faringeo se les aislo mas frecuentemente estreptococos
betahemoliticos en comparacion con los individuos que
se cepillaron los dientes. La incubacion previa del hisopo
correspondiente a la muestra del exudado faringeo en
caldo Todd-Hewitt result6 ser mas eficiente al momento
de aislar estreptococos betahemoliticos en comparacion
con la siembra directa del hisopo en agar sangre de carnero
al 5%. Debido a los resultados encontrados en la presente
investigacion se sugiere difundir en los diferentes centros
de salud la recomendacion de no cepillarse los dientes
antes de realizar el exudado faringeo e incubar el hisopo
en caldo Todd-Hewitt durante 4 horas a 35°C antes de la
siembra en las placas de agar sangre.
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