PrAcTICA CLiNICO-QUIRURGICA

Diseminacion de S. pyogenes al personal y
familiares de ninos portadores nasofaringeos

de una guarderia

RESUMEN

Objetivo: evaluar prevalencia y diseminacion de
S. pyogenes en nasofaringe de nifios de guarde-
ria, personal que los atiende y familiares.

Métodos: encuestas microbioldgicas con cultivos
de nasofaringe al inicio del estudio, y cuatro y sie-
te meses después (306 cultivos en nifios, 73 en el
personal). Se tomaron cultivos en familiares direc-
tos de los nifios con cultivo positivo. La diferencia-
cion genética de las cepas se hizo comparando el
patrén de RFLP del regulon Vir.

Resultados: Primera encuesta: la prevalencia de
S. pyogenes en nifos, personal y familiares fue de
10, 0 y 4 %. Tres pares de nifios amigos de salo-
nes distintos compartieron estreptococos clonas
I, Iy lll; se aisl6 clona VII de un familiar. Segunda
encuesta: prevalencia de 4, 0 y 0 %. Dos amigos
de un mismo salon portaban clona | 'y dos de otra
sala, clona V. Tercera encuesta: prevalencia de 2,
4y 14 %. La hermana (que no asistia a la guarde-
ria) de un nifio con clona Il tuvo la misma clona; en
un miembro del personal se aislé clona lll.

Conclusiones: el aislamiento simultaneo de clonas
idénticas en nifios ocurrié en parejas de amigos.
Los resultados podrian aplicarse para rapida iden-
tificacion y manejo de los contactos de casos con
infeccion estreptocdcica.

SUMMARY

Objective: to evaluate the prevalence of nasopha-
ryngeal S. pyogenes (SP) carriers among children
attending a day care center (DCC) and the spread
of specific clones (SC) among caretakers and rela-
tives.

Methods: nasopharyngeal cultures were performed
in children with SP positive culture (306), family
members (51) and caretakers (73) at time-0, four
and seven months later. Differences among SP
strains were determined. Descriptive statistics and
Fisher exact test were performed.

Results: SP prevalence in carrier children, caretak-
ers and relatives was 10, 0 and 4 %. Three pairs of
children, from two different classrooms, shared SP
strains SC |, Il and lll. A clone VIl was isolated from
a relative. In the second survey, the SP prevalence
was 4, 0 and 0 %. Two classmates shared clone |
and other two from a different classroom shared clone
V. In the third, the prevalence was 2, 4 and 14 %.
Strains of clones Il and VII were isolated from chil-
dren. Asister of one child, who did not attend to DCC,
was a carrier of clone Il found in her brother. Clone llI
was isolated in one caretaker.

Conclusions: the SP carrier prevalence was similar to
other reports. The sharing of identical clones of SP
was found among children in close physical contact.

Recibido: 25 de enero de 2007

Introduccion

Streptococcus pyogenes o estreptococo f3-hemolitico
del grupo A (EBHGA) puede producir una amplia
variedad de infecciones locales y sistémicas.! En
nifios de guarderias puede ocasionar un estado de
portador,? pero también es responsable de brotes
de infeccion perianal, nasofaringitis, escarlatina y esta
asociado a complicaciones de varicela.® Se ha in-
formado que los brotes inician a partir de una sola
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clona virulenta de S. pyogenes capaz de disemi-
narse no solo de manera “horizontal” a otros nifios,’
sino incluso a los trabajadores de la guarderia y a
otros miembros de la familia.3°

Aunque es poco conocida la relevancia de ser
portador nasofaringeo de cepas EBHGA, algunos
investigadores han establecido que no plantea
ningln riesgo para quien las porta como para sus
contactos,!? mientras que otros refieren que los
portadores de una clona virulenta podrian tener un
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riesgo elevado para desarrollar infecciones invasi-
vas, con lo que se justificaria el uso “profilactico”
de antimicrobianos.!!"!? Esta discrepancia podria
deberse a la dificultad para diferenciar entre las
siguientes categorias:

1. Portadores posinfeccion (portan una cepa Vvi-
rulenta por un periodo de tiempo largo poste-
rior a una infeccion).

2. Contacto (portan una cepa virulenta por un cor-
to periodo después de la exposicion a un caso).

3. Portadores sanos (portan una cepa no virulen-
ta de manera transitoria).'3

Entre los métodos moleculares mas utilizados
para la genotipificacion de S. pyogenes, la secuen-
ciacion del gen emm (que expresa la proteina M)
es el estandar de oro. Sin embargo, requiere tiem-
po prolongado y equipos costosos. Un método op-
cional es el estudio de los polimorfismos en la
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por
sus siglas en inglés) del regulon Vir mediante la utili-
zacion de las enzimas de restriccion Haelll y Hinf L.
Este es un método sencillo, répido, econémico y al-
tamente discriminatorio, ya que incluye los polimor-
fismos de cinco genes de virulencia (virR, fcr-A,
emm, enn'y scp-A). La facilidad de interpretacion
(comparacion de patron de 4 a 8 bandas de 200 a
4000 pares de base [pb]), su costo, rapidez y que
solo requiere un equipo de reaccion en cadena de
polimerasa, lo hace una herramienta de vigilancia
epidemioldgica muy util. Ademas, tiene una exce-
lente correlacion con los resultados obtenidos me-
diante el estandar de oro (secuenciacion del gen
emm)'413 y es utilizado como Gnico método en es-
tudios en Alemania, Japén y Rumania.'¢-13

El objetivo del presente estudio fue identificar
a nifios portadores de cepas S. pyogenes de una
guarderia del Instituto Mexicano del Seguro So-
cial (IMSS) en Guadalajara, Jalisco, México, y eva-
luar la diseminaciéon de cepas idénticas en
empleados y familiares directos.

Métodos

Mediante un disefio longitudinal y prospectivo se
realizd una encuesta microbioldgica para bisque-
da de S. pyogenes a través de cultivo nasofaringeo
en tres momentos distintos (tiempo cero, cuatro y
siete meses después) en 95, 97 y 114 nifios de la
guarderia participativa U-1048 del IMSS en Guadala-
jara. El estudio fue realizado previo consentimien-
to informado a los padres o tutores legales de los

menores y de acuerdo con las normas para investi-
gacion en seres humanos de Helsinki.

Fueron positivos para la bacteria 10/95 (10 %),
4/97 (4 %) y 2/114 (2 %), respectivamente. Durante
la primera encuesta se tomo cultivo faringeo en 22
familiares de 8/10 nifios positivos para S. pyogenes
(durante las primeras 24 horas de identificacion del
nifio con cultivo positivo) y en 25 miembros del
personal de la guarderia. En la segunda encuesta
se obtuvo cultivo faringeo en 22 familiares de los
cuatro nifios con aislamiento de estreptococo (en las
primeras 43 horas) y en 26 miembros del personal.
En latltima encuesta se tomo cultivo faringeo en tres
familiares de dos nifios con aislamiento de S. pyogenes
(en las primeras 36 horas), cuatro familiares de un
miembro del personal de la guarderia que resultd
positivo para la bacteria y a 22 miembros del per-
sonal.

Los cultivos fueron tomados con un hisopo

estéril de algodon, transportados en medio Stuart,'”
sembrados en gelosa sangre de carnero a 5 % e
incubados a 37 °Cy 5 % de CO,. La identificacion
de S. pyogenes se llevo a cabo por métodos estanda-
res.20
» Identificacion de cepas con similitud genética.
Para conocer si las cepas de S. pyogenes aisladas
de manera simultanea de nifios y familiares tenian
relacion genética, se identificaron los polimorfis-
mos presentes en la longitud de fragmentos de res-
triccion (RFLP) de una parte del genoma (regulon
Vir) de acuerdo con la técnica descrita por Gardi-
ner y Hartas.?!?? Brevemente la extraccion de ADN
se realizo por técnica alcalina de acuerdo al pro-
cedimiento de Chassy;* la amplificacion del re-
gulon Vir mediante PCR y su digestion enzimatica
con Haelll y Hinf I fue efectuada de acuerdo con
la técnica de Hartas y colaboradores.?? Los pro-
ductos digeridos se corrieron en un gel de agarosa
(NuSieve®, Rockland MD, EUA) a 2.5 % y las
bandas obtenidas entre 200 y 4000 pb se compa-
raron visualmente entre cada cepa. Se considera-
ron cepas de una misma clona si la totalidad de
las bandas eran iguales y se clasificaron con nil-
meros romanos progresivos segun el orden de su
identificacion.
»  Definiciony manejo de estado de portador. Con
la finalidad de establecer si los nifios o adultos te-
nian una infeccidén por estreptococo o solo eran
portadores, se compard la frecuencia de casos con
un cultivo positivo con y sin sintomas de infeccion
aguda de vias respiratorias. Todos los nifios con
cultivo positivo para EBHGA fueron manejados
con penicilina G benzatinica por los médicos de su
correspondiente Unidad de Medicina Familiar.
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»  Andlisis de datos. Se realizaron estadisticas des-
criptivas (frecuencias, promedio) y comparativas
(prueba exacta de Fisher).

Resultados

» Aislamiento de S. pyogenes. Durante la primera
encuesta (tiempo 0), S. pyogenes se aislo en 10/95
(10 %) niflos, en 1/22 (4 %) familiares y en ningu-
no de los 25 miembros del personal de la guarde-
ria. En 10 nifios de cuatro salones diferentes se
aislaron estreptococos de las clonas I, IL, IIL, IV y
VI. En el salon 1, una pareja de amigos compartid
estreptococos de la clona III; otra pareja también
de amigos tuvo estreptococos de la clona I y en
otro nifio se aislo un estreptococo de la clona IV.
En el salon 2, una pareja de amigos compartid es-
treptococos de la clona II. En el salon 3, a un nifio
se le aislo estreptococo de la clona Iy a otro de la
clona VI. En el salon 4, a un solo nifio se le aislo
estreptococo de la clona II. Al padre de un nifio del
salon 1 en quien se aislo un estreptococo clona II1,
se le aisld un estreptococo de la clona VII. Dos

hermanos ubicados en los salones 1y 4 fueron por-
tadores de estreptococos de las clonas I y II, res-
pectivamente (cuadro I, figura 1).

En la segunda encuesta (a los cuatro meses), S.
pyogenes se aislo en 4/97 (4 %) de los nifios, en
ninguno de los 22 familiares y en ninguno de los
26 miembros del personal de la guarderia. Las cua-
tro cepas aisladas de los nifios fueron de clonas
distintas (I y V). La clona I se aisl6 de dos nifios de
la sala 3, mientras que la clona V se aisl6 en dos
nifios de la sala 1.

Durante la ultima encuesta (siete meses) se iden-
tificaron cuatro cepas de estreptococos genética-
mente diferentes (II, III y VII). En dos nifios se
aislaron estreptococos de las clonas I y VII y per-
tenecian a las salas 4 y 1, respectivamente. Una
hermana (que no asistia a la guarderia) de un nifio
con el estreptococo de la clona II de la sala 4, tam-
bién se le aisld uno de la clona II. Un adulto del
personal era portador de un estreptococo III no re-
lacionado al de los nifios (cuadro I).

» Identificacion de portadores de S. pyogenes. No
hubo diferencias significativas en el aislamiento
de estreptococos en nifios con y sin sintomas de
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Cuadro |

EBHGA y clonas aisladas en nifios y personal de una guarderia, asi como familiares de nifios con cultivo positivo

en tres momentos

Tiempo cero

Cuatro meses

Nifios
Prevalencia de EBHGA 10/95 (10 %) 4/97 (4 %)
Salén Salén
1 2 3 4 1 2 3 4
Clonas de EBHGA =+, ue 1,1 1, VI I* vV, V 1,1
I*, 1, IV
Personal
Prevalencia de EBHGA 0/25 (0 %) 0/26 (0 %)
Salén Salén
1 2 3 4 1 2 3 4
Clonas de EBHGA
Familiares
Prevalencia de EBHGA 1/22 (4 %) 0/22 (0 %)
Salén Salén
1 2 3 4 1 2 3 4
Clonas de EBHGA VII+*

* 1 = hermanos,

1 = salén de referencia del familiar del nifio con aislamiento del EBHGA o sitio de trabajo del personal en contacto con los nifios

Siete meses

21114 (2 %)
Salén

Vil It

1/22 (4 %)
Salén
1 2 3 4
i+

1/7 (14 %)
Salén
1 2 3 4

I1t,¥
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TIAVRS (prueba exacta de Fisher, p = 0.52), por lo
que fueron considerados portadores faringeos.

Discusion

La prevalencia de portadores de S. pyogenes en-
contrada tanto en los nifios como en los familiares
fue similar a la sefialada en otros estudios de gru-
pos de edad similares.?*?> La disminucion progre-
siva en la prevalencia de aislamiento de S. pyogenes
durante las tres encuestas microbiologicas podria
estar relacionada con el tratamiento antimicrobiano
que recibieron aquellos con cultivo positivo.

I 11
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Figura 1. Patron de RFLP del regulon Vir de las
siete clonas de EBHGA identificadas en las tres
encuestas realizadas. Con numeros romanos (I-VII)
las clonas identificadas y con M, el marcador de
peso molecular (escalera de 100 pb)

La evaluacion genética de las cepas aisladas de
S. pyogenes permitio evidenciar que aunque hubo
varios nifios con aislamiento simultaneo de cepas del
mismo género y especie (Streptococcus pyogenes),
éstas mostraron heterogeneidad genética importan-
te. Esta parece ser una caracteristica de las cepas
aisladas de portadores.?®

Respecto a la diseminacion de cepas genética-
mente relacionadas entre los familiares y el perso-
nal de la guarderia, en las tres encuestas pudimos
constatar que con excepcion del aislamiento de es-
treptococo en la hermana de un nifio atendido en la
misma, el resto de familiares adultos y de los traba-
jadores de la guarderia en los que se aislo alguna
cepa de estreptococo, ésta no tuvo relacion genética
con las aisladas simultaneamente en los nifios. Esto
evidencia que en el presente estudio, la transmision
de los estreptococos de nifios portadores hacia los
miembros adultos de la familia y trabajadores de la
guarderia es un fenomeno poco probable.

Por el contrario, entre los nifios pudimos obser-
var que el fendmeno de compartir cepas de estrepto-
coco genéticamente relacionadas no fue amplia o
aleatoria, sino dependiente del grado de cercania (fi-
sica y de frecuencia de interaccion), caracteristica de
los amigos que compartian alimentos, juguetes y be-
bidas. Esto sugiere que la transmision de cepas de S.
pyogenes en portadores sanos requiere un contacto
estrecho y continuado entre pares.?’

Una aplicacion practica de nuestros resultados
es que permite mostrar lo infundado del temor de
los padres que atribuyen al personal de las guarde-
rias las constantes infecciones de vias respiratorias
que padecen sus hijos. Ademas, y conociendo que
el estado de portador nasofaringeo de clonas viru-
lentas de S. pyogenes en niflos de guarderias es el
precedente en el desarrollo de brotes de enfermedad
local (faringoamigdalitis) o invasiva (sindrome de
choque téxico, fascitis necrotizante),® los resulta-
dos del presente estudio podrian anticipar que los
“amigos cercanos” de algun nifio con infeccion es-
treptocdcica son los sujetos “blanco” para la toma
racional de cultivos nasofaringeos o el manejo con
antimicrobianos de los mismos. Aunque no existe
una recomendacion definitiva para su uso con la fi-
nalidad de erradicar el estado de portador nasofa-
ringeo en nifios atendidos en guarderias en contacto
con un caso de infeccion invasiva por estreptococo,
el consenso es respetar la decision del médico tra-
tante.??

Una posible limitante de nuestro estudio es que
con la metodologia utilizada para identificar clonas
de S. pyogenes no pudimos establecer genotipos
(fuera del objetivo del estudio).
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Conclusiones

La prevalencia de aislamiento de S. pyogenes en nifios
de guarderia fue similar a otros estudios realizados en
poblaciones con edades similares. Cuando la hubo, la
diseminacion de cepas genéticamente relacionadas
entre los nifios ocurrid entre amigos cercanos, mientras
que no fue el caso para otros miembros adultos de la
familia o los trabajadores de la guarderia. Nuestros re-
sultados podrian aplicarse para una rapida identifi-
cacion y manejo oportuno de los “contactos” de casos
con infeccion estreptocdcica localizada o invasiva.
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