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GLOSARIO DE TERMINOS

Agar cromogénico: medio de cultivo solido que se basa en el uso de cromdgenos (moléculas
solubles incoloras) compuestas por un sustrato y un cromdforo. Cuando la enzima del
organismo blanco cliva el conjugado cromogeénico se libera el cromoforo exhibiendo su color
distintivo y forma un precipitado.

Beta-hemolisis: Halo de transparencia que se observa en un cultivo de agar sangre alrededor
de la zona de crecimiento de ciertas colonias bacterianas ocasionado por la hemdlisis completa
de los eritrocitos.

Colonizacion: Entrada y persistencia de bacterias sin causar enfermedad en el hospedero.
Especificidad: pardmetro de validez de una prueba. Capacidad para identificar correctamente
a quienes no tienen la enfermedad que se pretende diagnosticar o descartar.

Estudios de validacion: Investigaciones que utilizan procesos por los que se establece la
confiabilidad y relevancia de un procedimiento para un propdsito especifico.

Prevalencia: Numero de casos de enfermedad o de personas enfermas, o de cualquier otro
fenémeno (ej.: accidentes) registrados en una poblacion determinada, sin distincion entre
casos nuevos y antiguos.

Razon de verosimilitud (likelihood ratio): razén entre la posibilidad de observar un
resultado en los pacientes con la enfermedad en cuestion versus la posibilidad de ese resultado
en pacientes sin la patologia.

Razon de verosimilitud positiva (likelihood ratio +): probabilidad de que una persona con
la enfermedad tenga un resultado positivo para esa enfermedad dividido entre la probabilidad

que una persona sin la enfermedad tenga un resultado positivo para esa enfermedad.


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Enfermedad
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Personas
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Accidentes
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Poblaci%F3n

Razon de verosimilitud negativa (likelihood ratio -): probabilidad de que una persona con
la enfermedad tenga un resultado negativo para esa enfermedad dividido entre la probabilidad
que una persona sin la enfermedad tenga un resultado negativo para esa enfermedad.
Sensibilidad: Prueba de validez para identificar correctamente a los sujetos enfermos o
proporcién de individuos enfermos, identificados como tal por el examen.

Transmision vertical: Transferencia de una infecciobn materna a su descendencia en la
gestacion, en el parto o en el periodo perinatal.

Valor predictivo positivo: En pruebas de diagnostico, la probabilidad de que una persona con
un test positivo sea un real positivo (es decir, tenga la enfermedad).

Valor predictivo negativo: es la probabilidad de que la persona con una prueba negativa no

tenga la enfermedad.


http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Diagn%F3stico
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Probabilidad
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Enfermedad
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Probabilidad
http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=Enfermedad

LISTA DE SIGLAS Y ABREVIACIONES

ATCC: American type culture collection.

CAMP: Test de Christie- Atkins- Munch-Peterson.

CDC: Centers for disease control and prevention. (Centros para el control y prevencion de
enfermedades).

CLSI: Clinical and laboratory standards institute. (Instituto de normas clinicas y de
laboratorio).

EGB: Estreptococo del grupo B.

H20:2: Perdxido de hidrogeno.

NaOH: Hidroxido de sodio.

PAI: Profilaxis antibi6tica intraparto.

PYR: pirrolidonil arilamidasa.

RVP: Razo6n de verosimilitud positiva.

RVN: Razo6n de verosimilitud negativa.

SELADIS: Servicio de laboratorio de diagnostico e investigacion en salud.

SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprim.

VPP: Valor predictivo positivo.

VPN: Valor predictivo negativo.
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RESUMEN

Streptococcus agalactiae es una bacteria gram positiva que coloniza el tracto genitourinario y
gastrointestinal de humanos; en mujeres embarazadas la colonizacién por esta bacteria
conlleva el riesgo de transmision vertical hacia el recién nacido convirtiéndose en un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedad neonatal de inicio temprano. En el departamento de
La Paz Bolivia, hasta la fecha, no se conoce la situacion actual de este problema ni se cuenta
con la metodologia especifica para el aislamiento e identificacion de esta bacteria a partir de
muestras vagino-rectales. Por este motivo la presente tesis desarrolla un estudio de Test
diagnostico con el objetivo de validar el método de cultivo en agar cromogénico para
Streptococcus agalactiae frente al cultivo en agar sangre de carnero, para la deteccion de
colonizacion vagino-rectal de mujeres embarazadas que se encuentran entre las semanas 35 a
37 de gestacion que acuden al Hospital de la Mujer entre agosto y noviembre del afio 2016;
para lo cual se obtuvieron muestras de hisopado vaginal y rectal a pacientes que acudieron a
consulta prenatal al Hospital de la Mujer en el periodo establecido, las muestras fueron
procesadas mediante cultivo y pruebas de identificacion en el Laboratorio de Bacteriologia del
Instituto SELADIS obteniendo los siguientes resultados: indice de Kappa de 0,65, sensibilidad
del 75% , especificidad del 98%, valor predictivo positivo del 60%, valor predictivo negativo
del 99%, razon de verosimilitud positiva de 30,8 y negativa de 0,3; con una prevalencia de
colonizacion materna del 4,7%. De acuerdo a los resultados se concluye que el método de
cultivo en agar cromogeénico para Streptococcus agalactiae es valido y aplicable para la
deteccion de colonizacion vagino-rectal materna.

Palabras clave: Streptococcus agalactiae, colonizacion vagino-rectal, cultivo en agar

cromogeénico.
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SUMMARY

Streptococcus agalactiae is a gram positive bacterium that colonizes the genitourinary and
gastrointestinal tract in humans; in pregnant women colonization with this bacterium leads to
the risk of vertical transmition to the new born becoming a risk factor for the development of
early onset neonatal disease. In La Paz Bolivia, till the date, the current situation of this
problem is unknown and there is no specific methodology for the isolation and identification
of this bacterium from vaginal and rectal samples. For this reason, this thesis develops a
diagnostic test study with the objective of validate the culture method in chromogenic media
for Streptococcus agalactiae in comparition with blood agar culture, for the detection of
vaginal-rectal colonization of pregnant women at 35 — 37 weeks’ gestation that go to “Women
hospital” between august and november of 2016, for which vaginal and rectal swab specimens
where collected from all patients who went to prenatal medical consultation to “Women
Hospital” in the time of the study, the samples were processed through culture and
identification tests in the laboratory of bacteriology of the SELADIS institute obtaining the
following results: Kappa index of 0,65, sensitivity of 75%, specificity of 98%, positive
predictive value of 60%, negative predictive value of 99%, positive likelihood ratio of 30,8
and negative likelihood ratio of 0,3; with a maternal colonization prevalence of 4,7%.
According with these results, 1 conclude that the culture method in chromogenic media for
Streptococcus agalactiae is valid and applicable for the detection of vaginal-rectal
colonization in pregnant women at 35 — 37 weeks’ gestation.

Key words: Streptococcus agalactiae, vaginal-rectal colonization, chromogenic media

culture.

Xiii



Validacion del cultivo de Streptococcus agalactiae en medio cromogénico para la

deteccion de colonizacion vagino-rectal en mujeres embarazadas

XVIL.INTRODUCCION.

El Streptococcus agalactiae o estreptococo beta hemolitico del grupo B (EGB) es un
microorganismo que coloniza el tracto genitourinario y gastrointestinal de los humanos
después de la pubertad. Se observa colonizacion vaginal en el 2 al 34% de las embarazadas; su
presencia en el aparato genital femenino en el momento del nacimiento puede conducir a la
infeccion del recién nacido, la enfermedad neonatal por estreptococo del grupo B de inicio
temprano se asocia con la adquisicion in Gtero o perinatal del microorganismo. (Winn et al.,

2008).

La deteccion de este agente mediante cultivo vaginal y rectal de mujeres embarazadas es Util
como un método de prevencion de la infeccion perinatal por esta bacteria, por lo tanto, en este
estudio se cultivaron muestras vaginales y rectales de gestantes entre las semanas 35 a 37 de
gestacién que acudieron al Hospital de la Mujer entre agosto y noviembre del afio 2016 para la
basqueda de Streptococcus agalactiae; las muestras de hisopado vaginal y rectal fueron
procesadas en el laboratorio de bacteriologia del Instituto SELADIS mediante cultivo en agar
sangre de carnero que es considerado el método gold standar y en el agar cromogénico
CHROMagar Strep B que fue el medio de cultivo en estudio; se emplearon pruebas
bioquimicas complementarias para la identificacion bacteriana que incluian la tincion de
gram, catalasa, bilis esculina, sensibilidad a bacitracina y sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) y

test de Christie, Atkins y Munch — Petersen (Test de CAMP).



En nuestro medio no se realiza el screening para detectar colonizacion materna por el
estreptococo del grupo B; en este sentido el presente trabajo pretende mostrar la utilidad de la
aplicacion de un método de cultivo empleando un medio cromogeénico para la deteccion de
Streptococcus agalactiae en mujeres embarazadas como un método de prevencion de la

infeccion neonatal de inico temprano.

El presente estudio pretende validar un método de cultivo para Streptococcus agalactiae en un
medio cromogenico (CHROMagar Strep B) para detectar la colonozacion vagino rectal en

mujeres embarazadas.



XVII.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sepsis de origen bacteriano constituye una de las principales causas de morbimortalidad en
el periodo neonatal. La incidencia y letalidad de la septicemia neonatal es variable,
reportandose una incidencia entre 2 y 4/1.000 nacidos vivos en paises desarrollados, hasta

10/1.000 nacidos vivos en otras series. La letalidad reportada oscila entre menos de 10 y 70%.

Streptococcus agalactiae emergié como patdégeno neonatal en los afios 1970 y desde entonces,
en ausencia de medidas de prevencion, ha representado la principal causa de infeccion
bacteriana del recién nacido en paises desarrollados, a pesar de las diferentes medidas de
prevencion implementadas, incluida la profilaxis antibidtica intraparto, el EGB sigue siendo el
agente etioldgico mas frecuente de infecciones graves en el recién nacido y la causa mas

comun de sepsis y meningitis neonatal.

La sepsis severa y muerte neonatal por transmision vertical de este microorganismo continta
siendo un problema a nivel mundial. El factor de riesgo primario mas importante para la
enfermedad de inicio temprano es la colonizacion vaginal materna, cuyo reservorio es el tracto

gastrointestinal.

La prevalencia reportada de colonizacion asintomética por S. agalactiae en el tercer trimestre
del embarazo varia entre 2 y 34%: entre el 10% y el 40% en los paises desarrollados y del 4-
20% en los paises en via de desarrollo. Sin embargo no existen publicaciones que refieran la
frecuencia de colonizacion por Streptococcus agalactiae en las gestantes del departamento de

La Paz- Bolivia.



El 50% de los hijos de madres portadoras nacen colonizados y el 1-2% desarrolla una
enfermedad invasiva, con alto riesgo de mortalidad neonatal, secuelas neuroldgicas,
pulmonares y riesgo de infeccion recurrente. La infeccion neonatal se asocia a una mortalidad

entre 5y 20% y a secuelas en 30% de los sobrevivientes.

El hospital de la Mujer es hospital de segundo nivel que cuenta con los servicios de
ginecoobstetricia y neonatologia, entre otros, realizando actividades de atencion en consulta
externa e internacion. Dentro de las actividades de atencion en salud materna se atiende a
mujeres gestantes de todas las edades, tanto del sector publico como privado; a pesar del tipo
de poblacion atendida en este hospital —mujeres embarazadas y neonatos- y que las guias
internacionales sugeridas por el Centro De Control de Enfermedades para disminuir la
incidencia de enfermedad neonatal por el estreptococo del grupo B sugieren realizar un
tamizaje universal de colonizacion vaginal-anal por S. agalactiae a todas las mujeres
embarazadas, hasta la fecha su aplicacion no se realiza de forma rutinaria en nuestro medio y
tampoco se cuenta con la metodologia ni con los medios de cultivo especificos necesarios para

el aislamiento e identificacion de esta bacteria.



XVIIL.JUSTIFICACION.

El rol del laboratorio de bacteriologia es crucial en el apoyo al diagnostico de infecciones
bacterianas ya que no solo permite confirmar el diagndstico clinico sino que también es quien
otorga el agente etioldgico y su perfil de sensibilidad y resistencia para bridar un tratamiento
adecuado al paciente; en este sentido es necesario que el laboratorio cuente con método de
cultivo confiables, validados y dirigidos para el aislamiento y la identificacion de cada grupo
bacteriano o bacteria en particular, ya que si no se cuenta con la metodologia adecuada es
probable que no se aislen muchas especies bacterianas y por lo tanto se subestime el peso real

de la infeccién.

En el departamento de La Paz Bolivia, hasta la fecha, no existen datos publicados referidos a
la colonizacion materna por Streptococcus agalactiae y tampoco se cuenta con la metodologia
especifica para el aislamiento e identificacion de esta bacteria a partir de muestras
vaginorectales; asimismo este cultivo no se realiza de forma rutinaria a las pacientes en estado
de gestacion que acuden a sus controles prenatales; por lo tanto la falta de informacion
referida a la colonizacion materna y a la infeccion neonatal por esta bacteria puede ser debida
a que no se realiza su busqueda ni se aplica la metodologia adecuada de pesquiza; de alli la
importancia de validar un método de cultivo que permita realizar el tamizaje para la deteccion

de gestantes colonizadas por el EGB.

El estado de portadora del Streptococcus agalactiae puede ser variable en el tiempo por lo
tanto, los cultivos vagino-rectales realizados con menos de 5 semanas antes del parto predicen
adecuadamente el estado de portadora en el momento del parto. La profilaxis con penicilina o

ampicilina comenzada al menos 4 horas antes del parto interrumpe la transmision vertical y



previene la infeccion neonatal, sin embargo, la aplicacion sistematica de profilaxis antibiotica
intraparto incrementa el nimero de embarazadas que reciben antibioticos en el parto y puede
aumentar el riesgo de infeccion por bacterias resistentes, este hecho no se ha podido
confirmar, pero dado que la sepsis por bacilos gramnegativos reviste especial gravedad se
debe evitar el uso innecesario o prolongado de antibidticos ya que la administracién de
penicilina puede proporcionar suficiente presion selectiva como para que conduzca
infecciones neonatales debido a microorganismos resistentes como Escherichia coli. Por este
motivo se recomienda realizar un cribado universal de las embarazadas para detectar el estado
de portadoras del EGB lo que permite administrar profilaxis intraparto Unicamente en los
casos necesarios, por lo tanto realizar un cultivo de muestras vaginales y rectales de gestantes
entre las semanas 35-37 de embarazo permite la temprana deteccion de la colonizacion por
este microorganismo siendo un método de prevencion de infeccién perinatal; por lo tanto se
debe contar con un método de cultivo validado que permita realizar el tamizaje para la

deteccion de gestantes colonizadas.

Este trabajo pretende mostrar la utilidad del empleo de un medio cromogénico que pone en
evidencia de forma mas clara la presencia de la bacteria, se realiz6 este cultivo en gestantes
que acudieron al Hospital de la Mujer; los datos obtenidos permiten determinar el riesgo de
infeccion perinatal por EGB. Con la aplicacion de este método de cultivo las pacientes se
beneficiaran al tener un resultado que reflejaba su estado de portadoras 0 no de esta bacteria y

su necesidad de recibir profilaxis antibi6tica intraparto.

Al no existir estudios similares referidos al cultivo que permita realizar el tamizaje para la

deteccidn de gestantes colonizadas por el estreptococo del grupo B en el Hospital de la Mujer



ni en nuestro medio, no se conoce la situacion actual de este problema por lo que los
resultados amplian el conocimiento acerca de la prevalencia de la colonizacion vagino-rectal
por el estreptococo del grupo B en embarazadas en nuestro medio, lo cual podria incrementar
el nivel de calidad en la atencién a este grupo poblacional de alta prioridad en el ambito de
salud, ademas, los resultados se propondran para su analisis en Hospital de la Mujer y su

probable inclusion en los protocolos correspondientes.

Asimismo el método de cultivo propuesto para la deteccion de colonizacion vagino-rectal por
estreptococo del grupo B podria ser implementado en investigaciones similares y/o en otros
hospitales o centros de salud de atencion a gestantes como método de prevencion de

enfermedad neonatal de comienzo temprano.

Al disponer de los resultados también se beneficiara a la poblacién que demanda servicios en
el hospital, ya que podria implementarse acciones de prevencion y atencion mas efectivas
disminuyendo el riesgo de complicaciones lo cual incide directamente en el costo econémico
para el sistema de salud y para la poblacion afectada en particular. Con la aplicacion rutinaria
de este método de cultivo a todas las gestantes entre las semanas 35-37, se beneficiarian las
gestantes y los neonatos, ya que se utilizaran medidas de prevencién dirigidas a disminuir la
sepsis, neumonia y meningitis neonatal, con la consiguiente disminucion de posibles
complicaciones y secuelas, disminucion del tiempo de estadia en hospitales y por lo tanto el

gasto para las familias y para el hospital.



XIX.PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El método de cultivo en agar cromogénico para Streptococcus agalactiae es valido y
aplicable para la deteccion de colonizacion vagino-rectal en mujeres embarazadas que se
encuentran entre las semanas 35-37 de gestacion que acuden al Hospital de la Mujer entre

agosto y noviembre del afio 2016?



XX.OBJETIVOS.

C. OBJETIVO GENERAL.

Validar el método de cultivo en agar cromogénico para Streptococcus agalactiae frente al

cultivo en agar sangre de carnero, para la deteccion de colonizacion vagino-rectal de mujeres

embarazadas.

D. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Comparar el cultivo en agar cromogénico para Streptococcus agalactiae frente al
cultivo en agar sangre de carnero para la deteccion de colonizacion vagino-rectal de
mujeres embarazadas.

Estimar la sensibilidad y especificidad diagndsticas del método de cultivo en agar
cromogeénico para Streptococcus agalactiae frente al cultivo en agar sangre de
carnero.

Estimar los valores predictivos positivo y negativo del método de cultivo en agar
cromogeénico para Streptococcus agalactiae.

Determinar la razon de verosimilitud positiva y negativa del método de cultivo en
agar cromogenico para Streptococcus agalactiae.

Determinar la prevalencia de colonizacion vagino-rectal por Streptococcus
agalactiae de mujeres embarazadas que se encuentran entre las semanas 35-37 de

gestacion.



XXI.HIPOTESIS

El método de cultivo en agar cromogénico para Streptococcus agalactiae es valido y
aplicable para la deteccion de colonizacion vagino-rectal en mujeres embarazadas que se

encuentran entre las semanas 35-37 de gestacion.
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XXIILANTECEDENTES

En 1996, el centro de control de enfermedades (CDC) de Atlanta-EstadosUnidos, en conjunto
con el Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia (ACOG) y la Academia Americana de
Pediatria (AAP) publicaron las guias para la prevencion de sepsis por S. agalactiae. En ese
momento propusieron dos estrategias de prevencién igualmente aceptables: una basada so6lo
en factores de riesgo, y la otra agregaba el cultivo universal a las 35-37 semanas de gestacion.
Los resultados de la implementacion de estas estrategias concluyeron que la utilizacion de
factores de riesgo previene alrededor de 68% de la sepsis por S. agalactiae y que la
incorporacion de cultivo puede tener una eficacia de 88%, disminuyendo la incidencia de 1,7 a
0,4/1.000 nacidos vivos entre 1993 y 1999. (Tapia el al, 2007) Por ello, en el afio 2002
reevaluaron las recomendaciones y se enfatizd que los protocolos con pesquisa universal son
los que logran una menor incidencia de recién nacidos afectados y el CDC modificd su
normativa y propuso aplicar sélo el protocolo basado en el cultivo universal a las madres
gestantes. Esta misma idea se mantuvo en la reunién de reevaluacion de las estrategias, cuyo
consenso se publico en 2010, que incluia acuerdos entre las autoridades del CDC, ACOG,
AAP, American College of Nurses-Midwifes (ACNM), American Academy of Family

Physicians (AAFP) y la American Society of Microbiology (ASM). (Abarzua et al., 2014)

La mayoria de la informacién sobre la infeccion causada por EGB corresponde a paises
desarrollados. Aunque existen estudios sobre la infeccidn perinatal por EGB publicados en
Colombia, Argentina, Pert y Brasil, la informacion sobre la epidemiologia y el

comportamiento de la infeccion por EGB en América Latina sigue siendo limitada. (Palacios
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el al, 2017). No obstante, se han reportado casos de infecciones neonatales graves y casos

fatales por EGB en Brazil. (Edmond KM, et al, 2012).

Existen diversos estudios donde se determina la prevalencia de colonizacion de mujeres
embarazadas por Streptococcus agalactiae; la prevalencia global es de 17,9%. (Seedat F, et al;
2017); este dato concuerda con los resultados de una revision sistematica y metanalisis
realizador por Russell, et al el 2017 donde demuestran que el EGB coloniza a mujeres
embarazadas en todo el mundo con un valor global estimado de 18%. (Russell NJ, et al;
2017). La menor prevalencia se encuentra en las regiones del sur y este de Asia y la mayor en

el Caribe. (Patras KA & Nizet V; 2018).

En un estudio realizado en Medellin Colombia durante 2010 se determind la prevalencia de
colonizacion recto-vaginal por S. agalactiae de 17,6%, este estudio fue de revision de
historias clinicas de gestantes tamizadas para colonizacion vaginorectal por EGB entre 35 a 37
semanas, utilizando un medio cromogénico (no especificado). (Ceballos et al., 2014), sin
embargo, en otro estudio realizado en Medellin Colombia la prevalencia fue de 5,8%; en este
estudio las muestras fueron de hisopado del introito vaginal y de la region anal y fueron
cultivadas en agar nueva granada y en caldo Todd Hewitt suplementado con antibioticos a
partir del cual se realizd un subcultivo en agar sangre al 5%. (Dugue et al; 2010). En otro
estudio de Colombia realizado en Bogota se obtuvo una prevalencia de 0,38% a partir de 130
gestantes entre 35 y 37 semanas de gestacion, en este estudio se obtuvieron muestras de
introito vaginal y ampolla rectal, estos hisospos se transfirieron a caldo cerebro corazon con

un disco de gentamicina y se incubaron 24 horas con 5% de CO2 a 35 °C para después
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sembrar en agar sangre. Se realizaron las pruebas de gram, catalasa, bilis esculina y test de

CAMP para su identificacion. (Garcia et al., 2011).

En Temuco, Chile entre los afios 2010 al 2012 se determiné el 14,4% de colonizacion de S.
agalactiae en la region vaginal-anal de mujeres embarazadas de tercer trimestre. Las muestras
fueron sembradas en caldo Todd-Hewitt suplementado con acido nalidixico (15 pg/ml) y
gentamicina (8 pg/ml) y se incubaron a 37° C durante 18 a 24 h. Posteriormente, el hisopo fue
resembrada en agar soya-tripticasa con sangre de cordero al 5%. A las colonias R-hemoliticas

recuperadas se les realizo aglutinacion por latex para S. agalactiae. (Abarzua et al., 2014).

En Paraguay en los afios 2010-2011 se realizo un estudio donde se determind una frecuencia
de colonizacion del 23,6%; en este estudio se incluyeron mujeres gestantes de 35 a 37
semanas de gestacion a las que se les tomé hisopado del intrioto genital y anorectal que fueron
introducidos en caldo Todd Hewitt con colistina y acido nalidixico por 18 horas y
subcultivados en agar sangre al 5%; las colonias fueron identificadas por catalasa, bilis

esculina, CAMP y serologia. (Ortiz etal., 2013).

En un estudio realizado en Buenos Aires Argentina determinaron la prevalencia global de S.
agalactiae de 17,4% vy destacaron el excelente rendimiento del subcultivo en el medio
cromogeénico chromIDStreptoB de bioMérieux para detectar S. agalactiae en embarazadas
luego del enriquecimiento en caldo de Todd Hewitt selectivo en comparacion con el método
propuesto por el CDC. (Montibello et al., 2011).; en otro estudio realizado entre 2003-2004 en
Buenos Aires Argentina se determind una prevalencia del 9,39%, sin embargo cabe resaltar
que en este estudio se incluyeron gestantes entre 28 a 40 semanas de gestacion; las muestras

eran vaginorectales y la metodologia incluia enriquecimiento en caldo Todd Hewitt y
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resiembra en agar sangre. (DI Bartolomeo et al., 2005). En otro estudio realizado en Argentina
con el objetivo de determinar el porcentaje de colonizacion por EGB en las pacientes
gestantes asistidas del 1° de julio de 2001 al 31 de diciembre de 2002 e implementar un
programa de prevencion de sepsis neonatal precoz por EGB a través de profilaxis antibidtica
intraparto basado en cultivos; incluyeron 1756 pacientes a las que realizaron cultivos con
hisopado vaginal y anal a 1228 (69.9%). Las muestras fueron incubadas en caldo cerebro
corazon con colistina y subcultivadas en agar sangre de carnero, las colonias sospechosas
fueron confirmadas por gram, catalasa, CAMP, bilis esculina, PYR e hidrolisis del hipurato.
Encontraron que el porcentaje de colonizacion materna por EGB fue del 1.4% (17 pacientes) y
se reportd un caso de sepsis neonatal compatible con EGB (0.6%) en una madre con cultivo

negativo. (Larcher JS, et al, 2005).

En Lima- Perd, en un estudio publicado el afio 2004, con el objetivo de determinar los niveles
de colonizacién en secreciones vaginales y anorrectales de mujeres embarazadas en dos
centros hospitalarios, estudiaron 238 gestantes con 26 semanas 0 mas de gestacion mediante
hisopado de secrecion vaginal y anorrectal empleando como medio de enriquecimiento
selectivo caldo Todd Hewitt suplementado con gentamicina (0.8 mg/mL) y acido nalidixico
(15 mg/ml). Realizaron el cultivo en agar sangre de carnero al 5%, identificandose el germen
mediante el tipo de hemolisis, la prueba de CAMP, bacitracina y Sulfametoxazol /
Trimetoprim. Aislaron Streptococcus agalactiae en 26 pacientes (10.9%). (Tamariz J, et al,

2004).

En general, las tasas de colonizacion genital por EGB en Latinoamérica varian entre el 2 y el

20.4%, como lo muestran los estudios realizados en México, Argentina, Colombia y Brasil.
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(Reyna, et al, 2008; Sociedad Latinoamericana de Infectologia Pediatrica, 2014; Reyna, et al,

2007).

Con respecto a estudios orientados a la comparacion del medio cromogénico CHROMagar
Strep B con otros medios de cultivo para el aislamiento de Streptococcus agalactiae se puede

mencionar los siguientes:

Segun un estudio realizado en Paris sobre comparacion de 5 medios selectivos para el
aislamiento de estreptotococo del grupo B en hisopados vaginales de mujeres embarazadas,
donde compararon medios cromogénicos y el medio de granada, se demostré que estos
medios facilitan la deteccién de colonizacion materna por el estreptococo del grupo B,
concluyen que el uso de medios cromogénicos tienen la mayor ventaja de que pueden ser
incubados en atmdsfera normal (sin anaerobiosis) y que permiten la deteccién de cepas no
hemoliticas; siendo su mayor desventaja el hecho que requieren confirmacion diagndstica
debido a que especies bacterianas cercanamente relacionadas pueden presentar el mismo
aspecto fenotipico que el estreptococo del grupo B resultando en posibles falsos positivos.

(Joubrel C et al, 2014)

Se realizé un estudio en Francia, de agosto a diciembre del 2009, con el objetivo de evaluar
CHROMagar Strep B para la deteccion rutinaria de EGB en muestras perinatales en
comparacion con los medios de Granada, Agar Columbia con sangre de caballo y agar
colimicina acido nalidixico. Este estudio incluyé 1356 muestras de las que se aislo EGB en
124 (prevalencia de 9,1%) de los cuales 5 EGB fueron aislados de placentas, 10 de aspirados
gastricos, 23 de muestras urinarias y 86 de muestras genitales. La prevalencia fue de 11,5%

con muestras genitales (86/749). Las muestras fueron sembradas en los medios de cultivo y
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observadas al primer y segundo dia de incubacion en busqueda de colonias presuntivas de
EGB las que fueron identificadas mediante métodos de aglutinacion en latex. Observaron que
CHROMagar StrepB es mas sensible comparado con las placas con agar sangre con 76,6% Vs
53,2% en el primer dia de incubaciéon y 92,7% vs 64,5% en el segundo dia. Asimismo
observaron que CHROMagar Strep B produce colonias con el color esperado antes que el
medio de Granada y que ademés permite la recuperacion de cepas no hemoliticas. (Poisson,

D.-M., et al; 2010).

En un estudio realizado en Francia cuyo objetivo fue evaluar el CHROMagar StrepB en
comparacion con agar sangre, incluyeron 285 hisopados vaginorectales que tuvieron una etapa
de 24 horas de enriquecimiento en cald Todd-Hewitt suplementado con &cido nalidixico y
colistin y subcultivo en CHROMagar StrepB, en agar Columbia sangre y agar colimicin
nalidixico; se obtuvo una prevalencia del 29,5% aislando 84 EGB; en CHROMagar StrepB
aislaron 78 EGB, los 6 falsos negativos en este medio fueron de muestras paucimicrobianas
(menos de 5 colonias en los agares empleados de comparacion); asimismo se observé en el
agar sangre una mayor cantidad de falsos negativos (n=35) asociados con sobrecrecimiento de
bacilos y levaduras, lo que indica que el mal desempefio de este medio se relaciona con
crecimiento abundante de flora rectal. Obtuvieron una sensibilidad del 92% para el

CHROMagar StrepB ydel 58% para el agar sangre. (Poisson et al, 2011).

En otro estudio realizado en Austria compararon el cultivo de muestras vagino/rectales en
cuatro medios cromogénicos con el método convencional de preenriquecimiento recomendado
por la CDC. Para ello incluyeron 242 hisopados vagino/rectales, obtenidos por las mismas

pacientes, desde febrero a mayo del 2013. Los hisopos fueron emulsificados en 0,5 mL de
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solucidn fisioldgica al 0,9%, llevados al vortex por 5 segundos y 50 uL fueron inoculados en
los medios StrepBSelec, Brilliance GBS, CHROMagar Strep B y ChromID Strepto B; los 250
uL restantes fueron transferidos a caldo Lim. Incubaron todos los medios a 35°C por 24 horas
y 50 uL del caldo fueron inoculados en agar colistina, acido nalidixico con agar sangre de
carnero al 5% e incubado a 35°C durante 18 horas. Realizaron la identificacion de las colonias
sopechosas fue por el método de MALDI TOF. De un total de 242 muestras, 21% fueron
positivas para EGB en al menos un medio probado; obtuvieron los siguientes resultados de
sensibilidad y especificidad: 92 y 100% para StrepBselect, 96 y 100% para Brilliance, 94 y
100 % para CHROMagar Strep B, 86 y 100 % para ChromID Strepto B y 90 y 100% para el

método de preenriquecimiento selectivo. (Salem, N., & Anderson, J. J.; 2015).

Con respecto al tipo de muestra que permite la mayor recuperacién del EGB, existen diversos
estudios que concluyen que el hisopado vaginorectal aumenta el nimero de mujeres
detectadas como positivas para EGB, en comparacion con el hisopado vaginal o rectal. (El

Aila NA, et al., 2010)
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XXI11.MARCO TEORICO.

J. Caracteristicas generales del Streptococcus agalactiae.

El estreptococo del grupo B o Streptococcus agalactiae es una bacteria gran positiva, es la
principal causa infecciosa de morbilidad y mortalidad neonatal en los Estados Unidos. Se
conoce que causa infecciones tanto de inicio temprano como de inicio tardio en neonatos, sin
embargo, las intervenciones actuales solo son efectivas para la prevencion de la enfermedad
de inicio temprano. La enfermedad de inicio temprano por EGB ocurre dentro de la primera
semana de vida mientras que la de inicio tardio ocurre después de la primera semana. (Morgan

JA & Cooper DB, 2018).

El género Streptococcus incluye a un grupo de microorganismos gram positivos de forma
esférica u ovoide de aproximadamente 1 pm; que normalmente se disponen en parejas o en
cadenas. Para diferenciar las especies de este género se puede utilizar sus propiedades
seroldgicas (grupos de Lancefield) o sus patrones hemoliticos (hemdlisis completa o beta,

hemolisis incompleta o alfa y ausencia de hemolisis o gamma ).

Streptococcus agalactiae es la Unica especie portadora del antigeno de grupo B de Lancefield
por lo que es conocido también como estreptococo f3-hemolitico del grupo B. Es un coco
grampositivo, catalasa y oxidasa negativo, anaerobio facultativo, que se presenta formando
cadenas de longitud variable. Tras 18-24 h de incubacion en agar sangre, las colonias son de
unos 2 mm de diametro, lisas y rodeadas por un halo de B-hemdlisis, aunque existen algunas

cepas no hemoliticas. (Murray P & Pfaller M., 2006).
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Fue descrito por primera vez como causa de mastitis bovina por Nocard y Mollereau en 1887,
posteriormente fue identificado en hisopados genitales en 1935 por Lancefield y Hare, y en
1938 Fry describio 3 casos fatales en mujeres post parto. Esto fue notable debido a que todas
las infecciones estreptocdcocas severas previas eran atribuidas al estreptococo del grupo A.
los reportes de enfermedad neonatal por EGB fueron esporadicos hasta 1960 cuando esta
bacteria fue reconocida como la principal causa de sepsis neonatal de inicio temprano en los
EEUU y en 1980 se convirtié en la causa mas comdn de sepsis y meningitis neonatal en

muchos paises desarrollados. (Le Doare K & Heath PT; 2013).

Los aislamientos de EGB se clasifican en diez serotipos segun las caracteristicas antigénicas
Unicas de su polisacarido capsular (la, Ib, I, 11, IV, V, VI, VII, VIII y IX). Una revision
global reciente de aislamientos invasivos demostré que el serotipo Il es el mas
frecuentemente identificado en todas las regiones que disponen de datos (48.9%), seguido por
los serotipos la (22.9%), V (9.1%), 1b (7%) y 11 (6.2%). A pesar del hecho de que el estado
inmunitario de las madres colonizadas parece tener un papel crucial en proveer proteccion a
sus hijos, diversos estudios han sugerido que diferencias en la virulencia de los aislamientos
de EGB pueden contribuir también en el desarrollo de infeccion neonatal. Diversos estudios
han mostrado que las poblaciones de EGB tienen una distribucion clonal, y que existen tipos
clonales altamente virulentos que parecen ser los causantes de la mayor morbilidad y

mortalidad producidas por este microrganismo. (Palacios el al, 2017).

K. Factores de virulencia

El EGB es una bacteria bien adaptada a la colonizacion asintomatica de humanos adultos, pero

también es un patdgeno potencialmente invasivo en ciertos neonatos susceptibles. Dado que
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los recién nacidos son cuantitativamente y cualitativamente deficientes en sus mecanismos de
defensa, incluyendo fagocitos, complemento y especificidad de anticuerpos, existe un
microambiente en el cual se ha dado a conocer una variedad de factores de virulencia que
presenta el EGB. El caracter multifuncional de los varios factores de virulencia del EGB
representa un gran desafio para los mecanismos de defensa inmunitaria subdesarrollados del
recién nacido. La naturaleza transitoria de la colonizacion vaginal por EGB refleja la
combinacién de determinantes de la bacteria, antagonismo por la flora comensal, respuesta
inmune del hospedero, cambios en el estado del embarazo, cambios en el ph vaginal y

cambios hormonales. (Patras KA & Nizet V; 2018).

El EGB induce la exfoliacion del epitelio vaginal para establecer una infeccion perinatal
invasiva y causar infeccion ascendente aumentando la diseminacion bacteriana y la infeccion

del utero. (Vornhagen J, et al; 2018).

La adherencia a las células epiteliales es un paso critico para establecer la colonizacién
materna y neonatal. Se ha observado un aumento de la adherencia a las células del epitelio
vaginal y a proteinas de la matriz extracelular, in vitro, cuando el pH cambia de acido a
neutro. Varios determinantes de superfie expresados por el EGB contribuyen a la adherencia
de las células del epitelio vaginal y cervical, estos incluyen: proteinas de superficie ricas en
serina (Srr) Srr-1 y Srr-2, proteinas alpha-like, la proteina PilA del pilus del EGB, adhesinas
de superfie BsaB, BspA y BibA,; el pili y otras proteinas de superfie promueven la adherencia
a componentes de la matriz extracelular como colageno, fibrindgeno, fibronectica y laminina.

Ademas el EGB posee metalopeptidasas con la capacidad de romper todas estas cuatro
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proteinas de la matriz extracelular, lo que podria facilitar el contacto con el tejido y la invasion

0 establecimiento en el nicho. (Patras KA & Nizet V; 2018).

El EGB tiene sistemas regulatorios codificados genéticamente que permiten la transicion de
un nicho comensal a uno invasivo, responde a cambios en el ambienmte usando un sistema de
dos componentes (TCS) que le permite sentir y responder a variaciones en las condiciones del
ambiente del hospedero, controla la virulencia, la adherencia, resistencia a las defensas del
hospedero y el metabolismo bacteriano; controla la expresién de la peptidasa C5a que inactiva

la citoquina devivada del complemento. (Patras KA & Nizet V; 2018).

La bacteremia neonatal resulta de la inhalacidn de secreciones genitales y/o liquido amniético
infectado hacia los pulmones. La beta hemolisina del EGB promueve la invacion de las
células del epitelio pulmonar y la subsecuente invasién de los vasos sanguineos; en la sangre
las bacterias sobreviven y se multiplican gracias al polisacarido capsular, el factor de
virulencia mas importante en la patogénesis de la infeccién neonatal por el EGB, que permite
al microorganismo evadir los mecanismos de defensa del huésped, particularmente la
opsonofagocitosis; a menos que exista un elevado nivel del complemento y de IgG anti-
polisacarrido capsular que permitan su opsonizacién, fagocitosis y muerte. Finalmente se
liberan citoquinas proinflamatorias que resultan en dafio celular principalmente en el sistema

nervioso central. (Baker; 2013)

El estreptococo del grupo B puede formar estrurturas tridimensionales parecidas a biofilm in
vitro, estas comunidades multicelulares facilitan la persistencia de la bacteria en condiciones
medioambientales de estrés aumentando su habilidad de colonizar y persistir en el hospedero,

varias adhesinas juegan un rol en la formacion de estas estructuras entre ellas las proteinas que
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forman el pili. (Rosini R & Margarit I; 2015). Las condiciones &cidas caracteristicas del area
genital prodia promover la formacion de fiofilm por el EGB. El biofilm vaginal no ha sido

demostrado en modelos in vivo. (Patras KA & Nizet V; 2018).

Ante el reconocimiento de la invasion por patdgenos bacterianos el sistema inmune del
hospedero responde con el sistema del coplemento; EI EGB tiene diferentes factores para
contraatacar al sistema del complemento: la capsula polisacarida evita el depdsito de C3b, el
Cb5a es degradado por la peptidasa ScpB producida por del EGB, el EGB secreta una proteina
interferente con el complemento (CIP), la proteina de superficie BibA, une el factor H
inhibitorio del complemento a la proteina B expresada en su superficie (Bac). (Patras KA &

Nizet V; 2018).

Otro mecanismo por el cual el EGB evade el sistema inmune innato es a travez del mimetismo
molecular ya que presenta acido sialico en su capsula polisacarida que es idéntico al presente
el glicolipidos y glicoproteinas de la superfie de las células del huésped. (Patras KA & Nizet

V; 2018).

L. Influencia de la microbiota vaginal en la colonizacién por EGB

Las especies de Lactobacillus forman parte de la microbiota vaginal en mujeres sanas, estas
bacterias bajan el pHa travez de la produccién de &cido lactico protegiendo a la mujer de
patdgenos microbianos. Durante el embarazo hay una reduccion de la diversidad microbiana
en el area genital con predominio de Lactobacillus, clostridios, bacteroides y actinomices lo
que lleva a una mayor disminucion del pH vaginal con el objetivo de proteger a la madre y al

feto de infecciones. Ciertas cepas de Lactobacillus tienen la capacidad de inhibir la adherencia
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del EGB a las células del epitelio vaginal, asimismo se ha demostrado in vitro que los
lactobacilos tienen actividad antimicrobiana contra el EGB con reduccion de la colonizacion
in vivo. Estudios preliminares in vitro del microbioma genital demuestran que existe
cooperacion del EGB con otros microorganismos de este ambiente; en mujeres embarazadas
el EGb frecuentemente es co-aislado con Céndida albicans pero no se ha observado co-
aislamiento con Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Trcichomona vaginalis y
Micoplasma hominis. ElI EGB se une directamente a Candida albicans a travez de la proteina
BspA, que también facilita la adherencia celular; asimismo el EGB utiliza productos
devivados de la microbiota genital para estimular su propio metabolismo. La presencia del
EGB también podria incrementar las propiedades de virulencia de otros patdgenos del area
genital: el sobrenadante de cultivos del EGB incrementa la produccion de la toxina del shock
toxico estafilocdcico en Staphylococcus aureus y estas dos bacterias son frecuentemente co-
aisladas de hisopados genitales. EI EGB posee diversos mecanismos de resistencia para
competir con los lactobacilos y con la microbiota genital: un transportador de manganeso
(Mnth) apoya el crecimiento del EGB durante la exposicion al acido lactico; es
inherentemente resistente a la actividad antimicrobiana del nisin y lactobiotico producido por
Lactococcus lactis gracias a la accion de una enzima (SaSNR) que reduce su actividad
antibacteriana; in vitro el EGB también puede inhibir el crecimiento de estreptococos de los
grupos A, B, C, G, de Gardnerella vaginallis, lactobacilos y difteroides; el EGB nunca ha sido
aislado con otros estreptococos beta hemoliticos en estudios clinicos de hisopados genitales.

(Patras KA & Nizet V; 2018).

La microbiota vaginal dominante esta compuesta por bacterias de crecimiento lento mientras

que la microbiota rectal consiste en mayor cantidad de bacterias de rapido crecimiento. En
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ambos sitios el EGB generalmente esta presente en cantidades pequefias y crecera como
colonias pequefias. El caldo Todd-Hewitt contiene &cido nalidixico y gentamicina, dos
antibioticos de amplio espectro dirigidos contra bacterias gram negativas digestivas; ademas el
CHROMagar StrepB es selectivo contra bacilos gram negativos, estafilococos y levaduras. El
enterococo permanece como una bacteria potencialmente obstructiva para el desarrollo del
EGB ya que pueden impedir el crecimiento del EGB en caldos selectivos por competicion.

(Poisson et al; 2011)

pidemiologia de la colonizacion por EGB durante la gestacion.

El Streptococcus agalactiae es un microorganismo que puede colonizar de forma intermitente
el area perineal y el tracto genital (Montibello et al., 2011). Se han reportado un amplio rango
de tasas de colonizacién genital durante el embarazo, estas variaciones dependen de la region,
de la poblacion de individuos estudiados como también del método de toma de muestra y

cultivo. (Patras KA & Nizet V; 2018).

La prevalencia de colonizacion de este germen en introito vaginal y en region ano-rectal es
similar en mujeres embarazadas o no, con cifras que oscilan entre un 10-35%. (Ortiz et al.,

2013).

Las tasas de colonizacion vagino-rectal a nivel mundial oscila entre 2.3%-36% dependiendo
de la poblacion en estudio, de los medios y técnicas de cultivo y de las areas anatomicas de las
que se toma la muestra. En los tltimos 20 afios, el desarrollo de los métodos de screening para

la deteccion de colonizacion por EGB, la aplicacion de profilaxis intraparto han resultado en
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una disminucién significativa en la incidencia de la enfermedad de inicio temprano por EGB
en los paises desarrollados: en 1990 habian aproximadamente 1.7 casos por cada 1000 nacidos
vivos, en los ultimos afios esto ha disminuido a 0.34 a 0.37 por cada 10000 nacidos vivos.

(Morgan JA & Cooper DB, 2018)

N. Enfermedades clinicas.

En un primer momento, los estreptococos del grupo B de Lancefield se identificaron como
una causa de mastitis vacuna, pero desde entonces han supuesto una de las principales causas
de septicemia y meningitis de los nifios recién nacidos. Los estreptococos del grupo B son
también causantes comunes de fiebre durante el parto y provocan, en ocasiones, infecciones

graves en adultos que no guardan relacién con el embarazo. (Dennis L., et al; 2005)

Es considerado actualmente una de las principales causas de meningitis, neumonia, sepsis
neonatal, muerte neonatal, aborto séptico, corioamnionitis, endometritis, pielonefritis,
celulitis, sepsis puerperal y ruptura prematura de membranas, entre otras infecciones

perinatales. (Taminato et al., 2011).

3. Enfermedad en el recién nacido y el lactante.

El EGB no produce enfermedad Unicamente en el recién nacido, sin embargo, el mayor
impacto, tanto en severidad como en incidencia, es en el periodo neonatal hasta los primeros

90 dias de vida. (Le Doare K & Heath PT; 2013)

El EGB se considera el agente etiolégico méas frecuente de sepsis neonatal en los paises

desarrollados, siendo la causa del 40-50% de todos los casos de sepsis de inicio temprano.

25


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Doare%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23973349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heath%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23973349

Existen dos tipos generales de infeccién por estreptococos del grupo B que afectan a los
lactantes y se definen por la edad del paciente en el momento de su aparicion. (Dennis L, et al;
Recientemente se ha agregado un tercer sindrome clinico, la enfermedad de inicio tardio -
tardio, el cual se inicia después de los 90 dias de vida. Estos sindromes difieren en
caracteristicas epidemioldgicas, patogénesis, hallazgos clinicos y pronoéstico. (Pannaraj PS &

Baker CJ., 2014)

c. Enfermedad neonatal de inicio temprano

Se define como la infeccion que se presenta en los primeros 6 dias de vida. (Le Doare K &
Heath PT; 2013). La colonizacién materna por EGB en el tracto gastrointestinal o genital es
un requisito para la ocurrencia de enfermedad de inicio temprano, y la transmision ocurre con
mayor frecuencia durante o justo antes del nacimiento. Se estima que el 25-35% de las
mujeres embarazadas portan el EGB en la vagina y/o en el tracto gastrointestinal, el 50% las
mujeres colonizadas transmiten la bacteria verticalmente al tracto gastrointestinal o vias
respiratorias superiores de sus neonatos y de estos el 1% al 2% progresara para desarrollar

enfermedad grave. (Baker CJ; 2013).

La enfermedad neonatal de inicio temprano causada por el estreptococo del grupo B
usualmente comienza dentro de las 24 horas del nacimiento afectando a 2 neoantos por cada
1000 nacidos vivos, en el caso de no ser tratada lleva a la muerte. Una de cada 4 mejeres
porta la bacteria en el area vaginal, esta puede infectar el liquido amniotico antes del parto o
infectar al bebe durante el parto causando sepsis, neumonia o meningitis. (Heath PT & Jardine

LA; 2014).
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La infeccion se contrae durante el parto o momentos antes a partir de microorganismos que
colonizan las vias genitales maternas. Cerca de 50% de los nifios nacidos por via vaginal de
madres portadoras resultan colonizados, aunque solo 1 a 2% de ellos llega a sufrir una
infeccion clinicamente evidente. El parto prematuro y los factores de riesgo materno (parto
prolongado, complicaciones obstétricas y fiebre materna) constituyen otros factores. (Dennis

L, et al; 2005)

La ruta de infeccion por el EGB es la transmision vertical desde la vagina de la madre
colonizada. Los bebes pueden ser expuestos al EGB durante su paso por el canal vaginal en el
momento del parto, aunque también puede ascender desde la vagina hacia el liquido amniotico
como resultado de ruptura de membrana pretérmino, antes del trabajo de parto; sin embargo el
EGB puede ascender incluso en la presencia de membranas intactas. La mayor cantidad de los
bebes expuestos al EGB durante el parto se colonizan con esta bacteria aungue no
necesariamente desarrollen signos o sintomas de la enfermedad. (Morgan JA & Cooper DB,

2018)

La presentacion de la infeccion precoz coincide con la de otras formas de septicemia neonatal.
Los datos tipicos comprenden apnea, letargo e hipotension. Casi todos los lactantes con
enfermedad precoz sufren ademas bacteriemia, entre la tercera parte y la mitad presentan

neumonia o sindrome apneico y otra tercera parte tiene meningitis. (Dennis L, et al; 2005)

El 85% de las infecciones neonatales por EGB son de presentacion temprana, y aunque las
manifestaciones clinicas pueden aparecer hasta el séptimo dia de vida, el 90% de los recién
nacidos afectados enferma en las primeras 24 horas. Los casos de enfermedad tardia se

manifiestan a partir del séptimo dia, y pueden adquirirse durante el paso a traves del canal de
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parto o en forma horizontal, por contacto con la madre colonizada u otras fuentes de

transmision horizontal. (Pannaraj PS & Baker CJ., 2014)

La enfermedad de inicio temprano se asocia con frecuencia a parto prematuro (< 37 semanas
de gestacion) y a la presencia de complicaciones obstétricas, tales como rotura prolongada de
las membranas fetales (> 12 a 18 horas), fiebre intraparto, corioamnionitis y complicaciones
infecciosas posparto. Puede presentarse rapidamente, con signos evidentes al nacer o dentro
de las 24 horas de vida en el 90% de los casos (98% dentro de las primeras 12 horas), y se
manifiesta tipicamente como bacteriemia sin un foco infeccioso evidente o neumonia, y con

menos frecuencia como meningitis. (Edwards MS,et al, 2011; Heath PT, et al., 2009).

La letalidad reportada en los paises desarrollados varia entre alrededor del 30% en los recién
nacidos menores de 33 semanas de edad gestacional y el 2-3% en los recién nacidos a término.

(Phares CR, et al. 2008).

A principios de la década de 1970, la tasa de sepsis temprana por EGB en los EE.UU. se
calculaba en 1.7 casos por cada 1000 recién nacidos vivos, con una letalidad cercana al 50%.
(Verani JR, et al, 2010). Sin embargo, a medida que se ha desarrollado el conocimiento sobre
la fisiopatogenia y el comportamiento clinico de la enfermedad, asi como el papel de la
colonizacion previa como principal factor de riesgo conocido, aunado al desarrollo de guias
clinicas para la prevencion de la enfermedad a finales de la década de 1990, se ha logrado una
disminucion de dicha tasa a 0.37 casos por cada 1000 recién nacidos vivos en la actualidad.
Aun asi, sigue siendo la causa mas comun de sepsis y meningitis neonatal en los EE.UU. y en

otros paises desarrollados. (Phares CR, et al. 2008; Verani 2010).
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d. Enfermedad neonatal de inicio tardio

Las infecciones tardias afectan a los lactantes de entre una semana y tres meses de edad, y
aparece a una edad promedio de tres o cuatro semanas. EI microorganismo infeccioso se
contrae durante el parto (como sucede en las infecciones precoces) o con posterioridad, por el
contacto con la madre o con el personal de la sala de recién nacidos que estén colonizados o
por otra fuente. La meningitis supone la manifestacion mas comun de infeccion tardia. Los
nifios presentan fiebre, letargo o irritabilidad, comen mal y sufren crisis convulsivas. Los otros
tipos de infeccién tardia comprenden bacteriemia sin una causa identificada, osteomielitis,
artritis séptica y celulitis facial vinculada a adenitis submandibular o preauricular. (Dennis L.,

et al; 2005)

La incidencia global de enfermedad neonatal invasiva por EGB es de 0.49 por cada 1000
nacidos vivos; la incidencia es mas alta en Africa (1.12) que en Asia (0,30). La incidencia de
la enfermedad neonatal de comienzo temprano es de 0.41 y la de inicio tardio de 0.26.

(Madrid L, et al; 2017)

La enfermedad neonatal invasiva por EGB contribuye al desarrollo de encefalopatia neonatal
que causa mortalidad y de discapacidad a largo plazo. (Tann CJ, et al; 2017); la meningitis por
EGB esta relacionada con discapacidad en el desarrollo neuronal, afecta a 1 de cada 5 nifios
que sobreviven a la enfermedad; y se ve reflejada en discapacidad cognitiva, motora, visual o

auditiva. (Kohli-Lynch M, et al; 2017).
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4. Enfermedad en adultos

c. Enfermedad relacionada al embarazo

La mayor parte de las infecciones por estreptococos del grupo B de los adultos guarda relacion
con el embarazo y el parto. La fiebre durante el parto (la manifestacion mas comdn) se
acomparia a veces de sintomas y signos de endometritis 0 corioamnionitis (distension
abdominal y dolor del dtero o los anexos con la palpacion). Tanto los hemocultivos como los
exudados vaginales suelen ser positivos. La bacteriemia tiene a menudo caracter transitorio,

pero en ocasiones determina la aparicion de meningitis o endocarditis. (Dennis L., et al. 2005)

El EGB se relaciona con endometritis, corioamnionitis, bacteremia e infeccion de herida
postparto; también puede causar infeccion del tracto urinario, neumonia, sepsis puerperal y

aborto espontaneo. (Le Doare K & Heath PT; 2013)

La colonizacion materna por EGB se ha relacionado con el nacimiento de nifios muertos,
debido a una infeccién ascendente hacia el utero (nacimiento de un feto de méas de 1000
gramos y/o méas de 28 semanas de gestacion sin signos de vida y con evidencia de enfermedad
invasiva por EGB aislado a partir de un sitio estéril). (Nan C, et all2015; Seale AC, et al;
2017); asimismo se ha relacionado con nacimiento prematuro, especialmente en los casos
donde existe infeccion ascendente (bacteriuria). La enfermedad materna por EGB se
determina por el aislamiento de EGB a partir de un sitio esteril en una mujer embarazada o
postparto (hasta 42 dias de postparto) con signos clinicos de sepsis. (Tann CJ, et al; 2017). Se
estima que la incidencia de enfermedad materna por EGB es de 0,38 por cada 1000

embarazadas. (Hall J, et al; 2017).
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d. Enfermedad no relacionada al embarazo

Las infecciones de los adultos que no guardan relaciéon con el periodo puerperal afectan de
ordinario a personas ancianas o con alguna enfermedad cronica de base, como la diabetes
mellitus o un tumor maligno. Entre las infecciones descritas con cierta frecuencia en los
adultos cabe citar la celulitis y la infeccion de las partes blandas (incluidas las ulceras cutaneas
diabéticas infectadas), la infeccidn urinaria, la neumonia, la endocarditis y la artritis séptica.
Se han descrito también meningitis, osteomielitis y abscesos intraabdominales o pélvicos.

(Dennis L., et al; 2005)

El EGB raramente produce enfermedad en adultos sanos, sin embargo puede causar
infecciones en personas diabéticas, adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos;
puede presentarse infeccion de piel o tejidos blandos, bacteremia a foco desconocido,
neumonia, osteomielitis y, en raras ocasiones, meningitis o endocarditis; estas enfermedades
se asocian a una enfermedad de base como diabetes mellitus, enfermedad del corazén y
cancer. (Le Doare K & Heath PT; 2013). También se ha reportado un caso de sindrome de

orina purpura en una mujer de 83 afios. (Ficher KN, et al; 2016).

El EGB vaginal generalmente es considerado como no patdgeno; esto esta respaldado por un
estudio de revisién que estudio mujeres con irritacion vulvar, dolor vaginal o vulvar, fisura
vulvar, descarga vaginal o eritema vaginal, en las que se aislo EGB, los resultados del estudio
sugieren que el EGB juega un rol secundario y probablemente coloniza un epitelio

previamente dafiado por infecciones por candida o una dermatosis. (Sonnex C; 2013).
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O. Factores de riesgo

Numerosos factores maternos, obstétricos y neonatales han sido asociados o identificados
como factores de riesgo de colonizacion materna, transmision del EGB de la madre al bebe,

colonizacién neonatal o enfermedad por EGB. (Le Doare K & Heath PT; 2013)

Se han identificado factores de riesgo bioldgico y socioecondémico para la colonizacion genital
por el EGB. Los factores bioldgicos incluyen: antecedentes de ruptura prematura de
membranas, colonizacion gastrointestinal por EGB y mayor edad materna. Un estudio
demostro que la edad materna mayor a 36 afios es asociada con colonizacion permanente por
EGB y otro estudio demostré una mayor colonizacion por EGB en mujeres mayores de 40
afios. La etnia, obesidad, bajo consumo de vitamina D, la higiene, la actividad sexual, la
ocupacion de trabajadores en salud y el analfabetismo también han sido asociados con

colonizacion genital por EGB. (Patras KA & Nizet V; 2018).

El principal factor de riesgo para la infeccion de inicio temprano por EGB es la colonizacion
del tracto genital de la madre por el EGB. Esta bacteria es flora normal del tracto
gastrointestinal por lo que se piensa que es el principal reservorio para la colonizacion
materna. Esta colonizacion puede ser transitoria por lo que los cultivos para EGB deben ser
obtenidos en cada embarazo. La bacteriuria por EGB durante cualquier etapa del embarazo es
un marcador de colonizacion genital por lo que estas pacientes deben recibir tratamiento
profilactico aun si el cultivo para EGB sea negativo entre las semanas 35 a 37 de gestacion.
(Morgan JA & Cooper DB, 2018). La colonizacion vaginal se considera el factor de riesgo
mas importante porque incrementa el riesgo en mas de 29 veces. (Alvarez CA, et al, 2014).

Cuando la mujer embarazada esta colonizada por EGB el riesgo de desarrollar enfermedad
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neonatal de inicio temprano es del 1.1% cuando no existe profilaxis antibidtica intraparto
mientras que con la profilais se predice que el riesgo disminuya a un 0,3%. (Russell NJ, et al;

2017).

Otros factores de riesgo incluyen que la madre sea joven, que sea de raza negra. Ademas, los
recién nacidos de madres menores de 20 afios o de raza negra/hispana. (Le Doare K & Heath

PT; 2013)

Caracteristicas del trabajo de parto que son considerados como factores de riesgo incluyen: el
trabajo de parto pretermino (menos de 37 semanas), fiebre materna durante el trabajo de parto
(mayor a 36°C) y ruptura de membrana prolongada (mayor a 18 horas). (Morgan JA & Cooper
DB, 2018). Sin embargo, estudios recientes indican que mas de la mitad de los casos de
infeccion neonatal se presentan en ausencia de estos factores de riesgo. Un factor
determinante para el desarrollo de infeccion neonatal es la existencia en la embarazada de un

bajo titulo de anticuerpos frente a la cepa colonizante. (de Cueto, 2005).

Aproximadamente 10 a 30 % de las mujeres embarazadas tienen colonizacion genital por
EGB. Las pacientes colonizadas tienen 25 veces méas probabilidad que las pacientes no
colonizadas, de tener a un bebé que desarrolle la enfermedad de inicio temprano por EGB. Sin
medidad preventivas el 1 al 2 % de los bebés nacidos de madres colonizadas con EGB

desarrollard la infeccion de inicio temprano. (Morgan JA & Cooper DB, 2018)

P. Métodos de diagnostico.

La principal defensa contra la enfermedad neonatal de comienzo temprano por EGB es la

administracion profilactica de antibidticos a la madre durante el trabajo de parto, por lo que
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resulta importante identificar a las pacientes que se beneficiarian con esta medida profilactica,

por tal motivo el método de deteccion del EGB debe ser confiable.

6. Obtencién de la muestra

El momento de la obtencion de la muestra es importante para la identificacion de madres
colonizadas debido a aque el estado de colonizacion puede variar durante el embarazo. La
colonizacion materna a comienzo del embarazo no es un factor predictivo para enfermedad
neonatal de comienzo temprano debido a que la colonizacidén puede ser transitoria, por tal
motivo el escreening se realiza en el tercer trimestre. El valor predictivo negativo del cultivo
para EGB realizado a las 5 semanas antes del parto es de 95 a 98%, sin embargo, la utilidad
clinica disminuye cuando el cultivo prenatal se lleva a cabo con mas de 5 semnas del parto
porque el valor predictivo negativo disminuye. (Verani JR, et al; 2010) EI centro para el
control y prevencién de enfermedades (CDC) recomienda un screening universal basado en
cultivo de muestra rectovaginal para EGB en todas las pacientes entre las semanas 35 a 37 de
gestacion. Los cultivos se deben realizar en este periodo porque el valor predictivo negativo
del cultivo para EGB es mayor (95% a 99%) en las primeras 5 semanas después de la

obtencion de la muestra. (Morgan JA & Cooper DB, 2018)

Para el estudio de las gestantes portadoras se recomienda la toma conjunta de muestra vaginal
y anorrectal en la 35-37 semana de gestacion. Hisopar tanto la vagina como el recto aumenta
el rendimiento del cultivo comparado con hisopar solo la vagina. El uso de medios de
transporte adecuados puede ayudar a mantener la viabilidad del EGB en areas donde no es
posible el procesamiento inmediato por el laboratorio, sin embargo la recuperacion disminuye

entre los 1 a 4 dias principalmente a elevadas temperaturas. (Verani JR, et al; 2010).
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7. Medios de cultivo

El EGB puede crecer en medios simples, pero favorece su crecimiento el suplemento del
medio con sangre y el empleo de medios selectivos favorece su recuperacion. Como agentes
selectivos se emplean, gentamicina, acido nalidixico, colistina o cristal violeta. Como técnica
de cultivo, tradicionalmente, se ha recomendado el empleo de caldos de enriquecimiento
selectivos (por ejemplo, el caldo Todd-Hewitt), con posterior subcultivo en agar sangre. El
cultivo para EGB en agar Columbia tiene una sensibilidad del 56%, una especificidad del
84%, VPP de 52% y VPN de 86%; mientras que cuando es precedido por enriquecimiento
selectivo, estos valores son de 78% sensibilidad, 84% de especificidad, 60 % de VPP y 93%

de VPN. (El Aila NA, et al., 2010)

Sin tomar en cuenta el medio seleccionado para la identificacion del EGB, el uso de un caldo
de enriguecimiento aumenta su deteccion sustancialmente; cuando se siembra directamente la
muestra en el agar sin usar un caldo de enriquecimiento hasta un 50% de mujeres colonizadas
pueden tener un resultado negativo. Ejemplos de estos caldos son el caldo Todd-Hewitt
suplemenrtado con gentamicina (8ug/mL) y acido nalidixico (15ug/mL) o caldo TransVag; o
con colistin (10ug/mL) y acido nalidixico (15ug/mL) o caldo Lim. La adicion de 5% de sangre
de carnero puede aumentar la recuperacion del EGB. Los caldos de enriquecimiento selectivo
pueden contener sustancias cromogénicas que cambien de color ante la presencia del EGB
hemolitico lo que puede facilitar su deteccidn, sin embargo los EGB no hemoliticos no serian
detectados. Esta etapa de enriquecimiento aumenta el tiempo en el que se obtiene el resultado
final, pero para este escreening la exactitud del resultado es mas importante que el tiempo.

(Verani JR, et al; 2010).
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El uso de un caldo de enriquecimiento selectivo como Todd-Hewitt suplementado con 15
ug/mL de &cido nalidixico y 8 ug/mL de gentamicina ayuda a suprimir el desarrollo de la

microbiota intestinal gram negativa.

Durante esta etapa de enriquecimiento selectivo se ha observado que el Enterococcus faecalis,
presente en las muestras vaginorectales, puede suprimir el crecimiento del EGB causando que
los cultivos sean negatives para EGB; este tipo de resultados falsos negativos pueden evitarse
inoculando un medio de cultivo adecuado antes del enriquecimiento en caldo. (Rosa-Fraile M

& Spellerberg B; 2017).

Después del enriquecimiento el método convencional para la identificacién del EGB es a
traves de su aislamiento en places de gar sangre e identificacion presuntiva por test CAMP o
identificacion seroldgica por aglutinacion en latex empleando antisuero para el EGB. (Verani

JR, et al; 2010)

d. Agar sangre de carnero

Cuando se sopecha estreptococos, las muestras para cultivo deben sembrarse en un medio
apropiado que contenga sangre con una base de peptona lo suficientemente rica como para
favorecer el desarrollo de estos microorganismos con requerimientos nutricionales especiales.
El medio base de agar debe ser un medio de infusion de peptona a la que se agrega sangre de
carnero en una concentracion del 5% como células indicadoras de hemolisis. Las
concentraciones mas bajas de sangre en los medios hacen mas dificultosoel reconocimiento de
la reaccién hemolitica, mientras que las concentraciones mas altas pueden ocultar por

completo la hemolisis. La observacion y la interpretacion correcta de las propiedades
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hemoliticas de los estreptococos son muy importantes porque la realizacion de pruebas
ulteriores se basa sobre esta evaluacion inicial. Después de 18 a 24 horas de incubacion en
agar sangre, las colonias de estreptococos beta hemoliticos del grupo B tienen 0,5 mm de
didmetro o més, el margen de hemdlisis alrededor de la colonia es reducido y en general la
hemolisis es mas tenue y menos evidente, en comparacion con otros estreptococos beta
hemoliticos. Una proporcion importante de estreptococos del grupo B (hasta 11%) pueden ser

no hemoliticos. (Winn, et al; 2013)

e. Medios cromogénicos

Existen medios cromogénicos que cambian de color ante la presencia del EGB, estos medios
pueden facilitar la deteccion de cepas hemoliticas pero la mayoria no detecta a los no

hemoliticos. (Verani JR, et al; 2010)

Los medios de cultivo cromogénico contienen sustratos de enzimas ligados a cromdgenos e
indoxyl, los microorganismos blanco son caracterizados por sistemas enzimaticos especificos
que metabolizan el sustrato y producen la liberacion del cromdgeno, subsecuebtemente las
moléculas de indoxyl son oxidadas en la presencia de oxigeno y el compuesto indigo formado
precipita dentro de las colonias dando un color de contraste brillante. Estos medios deben ser
incubados en atmdsfera normal debido a que la incubacion en anaerobiosis suprime el
desarrollo de colonias coloreadas al impedir la oxidacion del compuesto indoxyl. Debido a la
presencia de compuestos cromogénicos estos medios no deben ser expuestos a la luz. Estos
medios también contienen compuestos selectivos para incrementar la selctividad. (Rosa-

Fraile, M & Spellerberg, B; 2017).
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Los medios cromogeénicos no son 100% sensibles ni especificos; la falta de un cromégeno
espécifico para EGB limita su especificidad. Otras especies bacterianas presentes en las
muestras rectovaginales como Enterococcus spp, Streptococcus pyogenes y Staphylococcus
spp, también pueden desarrollar como colonias semejantes a EGB, por lo tanto para evitar el
reporte de resultados falsos positivos, los medios cromogénicos para EGB requiere
confirmacion de las colonias sospechosas mediante otras pruebas adicionales. Los medios
cromogeénicos no se basan en la deteccion de pigmento del EGB y por lo tanto tienen la
capacidad de detectar cepas no hemoliticas. En muestras en las que existe un gran desarrollo
de bacterias comensales puede ser dificil detectar un pequefio nimero de colonias de EGB,
aunque sea raro, se han reportadoresultados falsos negativos en cepas que forman colonias de

apariencia atipica. (Rosa-Fraile, M & Spellerberg, B; 2017).

Chromagar Strep B es un medio de cultivo empleado para el aislamiento y diferenciacion del
Streptococcus agalactiae (EGB). En comparacion con el agar sangre CNA y Granada tendia
las siguientes ventajas: facil interpretacion por la lectura méas facil gracias a una intensa
coloracién de colonias malva, alta sensibilidad por la deteccién de EGB, incluyendo cepas no
hemoliticas, con una sensibilidad cercana al 100%, alta especificidad al permitir la
diferenciacion de EGB de otras bacterias por inhibicion selectiva o por contra-coloracion,
rapidez debido a que los resultados podrian leerse en 18-24h, simplicidad por incubacion en

condiciones aerdbicas sin necesidad de C02.

El empleo de un medio de cultivo cromogénico como CHROMagar Strep B facilita la lectura

por la coloracion malva de las colonias y tiene propiedades selectivas que inhibe el desarrollo
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de la mayoria de bacilos gram negativos, estafilococos, levaduras y lactobacilos que puedan

estar presentes en las muestras.

f. Otros medios de cultivo

El estreptococo del grupo B, a diferencia de otros estreptococos beta hemoliticos, produce un
pigmento de color rojo naranja llamado granadina, que es caracteristico y por tanto es un
método especifico que permite su identificacion. A pesar de esta ventaja, la expresion de
granadina esta invariablemente ligada a la expresion de la beta hemolisina porque ambas estan
codificadas en un solo locus genético y por lo tanto las cepas no hemoliticas no producen este
pigmento y por lo tanto no pueden ser detectadas por este método. Para la deteccion de este
pigmento se utiliza el medio de Granada en el cual, las cepas beta hemoliticas de EGB
producen colonias pigmentadas. Existen dos clases de medio de cultivo de granada: el agar y
el caldo; de los cuales, el agar debe ser incubado en anaerobiosis. (Rosa-Fraile, M &

Spellerberg, B; 2017).

8. ldentificacion

La identificacion de la bacteria, a partir de las colonias aisladas, se puede realizar mediante la
deteccion de antigeno o mediante pruebas bioquimicas; un aislamiento estreptococico se
puede clasificar de forma provisional dentro del grupo B basandose en las pruebas
bioquimicas, como la hidrolisis de agar de esculina y bilis (99 a 100% negativos), la
sensibilidad a la bacitracina (resistencia en 92% de las cepas) y la produccién de factor CAMP

(resultados positivos en 98 a 100%). (Dennis L., et al; 2005).
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f. Testde CAMP

La prueba de CAMP (denominada asi por Christie, Atkins y Munch-Petersen) se utiliza para
identificar presuntivamente estreptococos del grupo B. El factor CAMP no es por si solo
hemolitico pero lisa eritrocitos de carnero pretratados con la beta lisina estafilocdcica. Se
realiza utilizando una cepa de S. aureus productora de beta hemolisina (ATCC 25923). El test
de CAMP consiste en realizar una estria de la cepa a probar perpendicularmente a una estria
de la cepa de Stafilococcus aureus en agar sangre de carnero. Los estreptococos del grupo B
secretan una proteina llamada factor CAMP que interactta con la beta hemolisina producida y
secretada por S. aureus para producir una hemolisis mayor o sinérgica, esta aparece como un
area en forma de puntade flecha de mayor hemdlisis en el lugar donde las dos lineas de
crecimiento estdn mas proximas. (Winn, et al; 2013). Esta prueba es altamente sensible pero
no es 100% especifica ya que algunas cepas de estreptocococs del grupo A pueden producir el
factor CAMP; a pesar de ello, tiene la ventaja que esta citolisina es diferente de la beta
hemolisina y del pigmento del EGB vy, por lo tanto, esta presente en cepas no hemoliticas y/o

no pigmentadas. (Rosa-Fraile, M & Spellerberg, B; 2017).

g. Sensibilidad a la bacitracina

Se utiliza para la identificacion presuntiva de estreptococos beta hemoliticos. La prueba se
realiza en un medio de agar sangre con un disco diferencial de bacitracina de 0,04 Unidades.
Cualquier zona de inhibicion alrededor del disco se considera una prueba positiva. Aunque es
una prueba econdmica, simple y bastante precisa, no es altamente especifica (5% de las cepas
del EGB pueden ser sensibles a bacitracina). En consecuencia esta prueba se realiza a menudo

junto con la prueba de sensibilidad a trimetoprim sulfametoxazol porque los estreptococos de
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los grupos C y G suelen ser sensibles a este antibiotico, mientras que los estreptococos del

grupo Ay B son resistentes. (Winn, et al; 2013)

h. Sensibilidad a sulfametoxazol trimetoprim

Distingue presuntivamente los estreptococos de los grupos A y B de otros estreptococos beta
hemoliticos. Cuando se utiliza junto con la prueba de la bacitracina, ayuda a separar los
estreptococos no A, no B, que pueden ser sensibles a la bacitracina, porque tanto las cepas A
como B son resistentes al SXT, mientras que los grupos C, F y G son sensibles. La prueba se
efectda de la misma forma que la bacitracina salvo que se utiliza un disco que contiene 1,25
ug de trimetoprim y 23,75 ug de sulfametoxazol. Cualquier zona de inhibicién indica

sensibilidad a SXT. (Winn, et al; 2013)

i. Prueba de bilis esculina

Esta prueba se utiliza para la identificacion presuntiva de especies de Enterococcus y
estreptococos del grupo D. Los microorganismos que son bilis esculina positivos pueden
crecer en presencia de bilis al 40% e hidrolizar la esculina produciendo un color negro dentro

de las 24 horas. (Winn, et al; 2013).

j. Otras pruebas de identificacidn

Hidroélisis del hipurato de sodio

Los estreptococos del grupo B pueden hidrolizar el hipurato en glicina y acido benzoico. Para
la prueba se inocula el microorganismo en cado con hipurato de sodio y se incuba durante

toda la noche a 35°C, las células se centrifugan y se extrae el sobrenadante al cual se agrega
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un reactivo con cloruro férrico con formacion de un precipitado pesado. Si el precipitado se
mantiene luego de 10 minutos hay acido benzoico y la prueba de hidrolisis del hipurato es
positiva. Como alternativa puede agregarse recativo de ninhidrina al sobrenadante para
detectar glicina libre, con este método la aparicion de un color azul intenso es positiva. (Winn,

et al; 2013)

La mayoria de las cepas de EGB hidrolizan hipurato de sodio produciendo glicina; sin
embargo, otros estreptococos, particularmente enterococos también producen reacciones
positivas; la falta de especificidad reduce su uso en la identificacion confiable de EGB. (Rosa-

Fraile, M & Spellerberg, B; 2017).

Pirrolidonil arilamidasa (PYR)

La prueba de hidrolisis de PYR es una prueba presuntva para estreptococos del grupo A 'y
grupo D; reemplaza a la prueba de la bacitracina. La enzima detectada se Ilama pirrolidonil
arilamidasa, se inocula caldo que contiene PYR L-pirrolidonil-B-naftilamida con el
microorganismo y se incuba a 35°C durante 4 horas. Durante este tiempo se hidroliza PYR y
se detecta b-naftilamida libre mediante el agregado del acoplador de colorante diazo N, N-
dimetilaminocinnamaldehido. Se desarrollo color rojo si PYR ha sido hidrolizado. Esta prueba
es altamente sensible para estreptococos del grupo A y la mayoria de las especies de
Enterococcus. (Winn, et al; 2013). Por lo tanto puede ser empleada para diferenciar EGB
(resultado negativo) de enterococos beta hemoliticos y estreptococos del grupo A que dan

resultados positivos. (Rosa-Fraile, M & Spellerberg, B; 2017).
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Aglutinacion en latex

Las colonias con caracteristicas similares a EGB pueden ser sometidas a test de aglutinacion
en latex que determinan la presencia del antigeno del grupo B de Lancefield; estos test son
especiificos debido a que Streptococcus agalactiae es la Unica especie de estreptococo que
alberga este antigeno; sin embargo, Streptococcus porcinus-que puede estar presente en el
tracto genital de mujeres embarazadas- tiene reacciones cruzadas con EGB en estos test de
aglutinacion; por este motivo las cepas positivas requieren otras pruebas de identificacion.

(Rosa-Fraile & Spellerberg; 2017)

Las pruebas de aglutinacion en latex han sido utilizadas para el diagndstico rapido de
infecciones sitémicas por EGB, sobre todo meningitis durante el periodo neonatal. La
sensibilidad delos productos de aglutinacion en latex para la detecién de antigenos de
estreptococos del grupo B varia entre alrededor del 85% al 100% aunque algunos estudios han
cominucado sensibilidades de tan solo 27% a 54%. La especificidadvaria entre el 80% vy
100%. A pesar de la realizacion de estas pruebas en ensayos clinicos que condujeron a la
aprobacion para su uso, muchos laboratorios han dejado de ofrecerlas de rutina ya que ademas
del costo relativamente alto, no se ha confirmado su utilidad diagndstica y prondstica después
de afos de experiencia. Los métodos de deteccion directa de EGB en muestras rectovaginales
son relativamente poco sensibles en comparacion con el método de amplificacion en caldo
recomendado por la CDC. Los ensayos rapidos en formato de aglutinacién en latex no den
utilizarse para el cribado de muestras de hisopados rectovaginales para EGB. (Winn, et al;
2013). En el Documento de Consenso Espafiol para la prevencion de la infeccion neonatal por

el Estreptococo del grupo B, se ha desaconsejado expresamente, para determinar la
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colonizacion por este microorganismo en las gestantes, el empleo de técnicas de deteccidn de
antigeno directamente sobre exudados vaginales o rectales, por la elevada frecuencia de

resultados falsos negativos.

La prueba de confirmacion es el test de aglutinacion en latex para estreptococo del grupo B,
no obstante, existe el reporte del aislamiento de una cepa aislada del hisopado vagino-rectal de
una mujer embarazada sometida a escreening para EGB; cuyas colonias en agar sangre de
carnero era beta hemoliticas semejantes al EGB que mostrd aglutinacién con el antisuero del
grupo B de Lancefield pero era CAMP negativa. Después de realizar otras pruebas de
identificacion se confirmé que el aislamiento correspondia a Enterococcus faecalis. De la
misma forma, fue identificado en otra mujer embarazada un Enterococcus durans que
presentaba aglutinacién con antisueros de Lancefield del grupo A, B, C, D, F y G. (Savini et

al, 2015).

9. Técnicas de biologia molecular

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos para EGB, como la reaccion en cadena de la
polimerasa, pueden realizarse del caldo de enriquecimiento o después del subcultivo, cuando
estos métodos se emplean a partir de muestras no enriquecidas tienen una sensibilidad variable
entre 62,55 y 98,5% Yy especificidad entre 64,5% y 99,6% comparados con el gold estandar; la
sensibilidad aumenta entre 92,55 al 100% con el uso de un paso de enriquecimiento previo;

sin embargo esto aumenta el tiempo en el que se obtiene el resultado. (Verani JR, et al; 2010)

A pesar de que estas pruebas permitirian tener resultados especificos y sensibles en menos

tiempo, su uso es limitado, la informacién actual no inica su uso en reemplazo al cultivo a las
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35 a 37 semanas de gestacion o el criterio basado en riesgos utilizado en mujeres con un
estado desconocido de colonizacién al momento del parto; ademas, el tiempo adicional que
requiere el enriquecimiento de la muestra impide que pueda ser empleado en el momento del
parto y la sensibilidad de las pruebas en ausencia de este paso no es adecuado en comparacion
con el cultivo. Sumado a todo esto se debe considerar la complejidad del método,
requerimiento de personal, ambientes y equipamiento y los costos y que no permite realizar el

test de susceptibilidad para mujeres alérgicas a la penicilina. (Verani JR, et al; 2010)

10. Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Los aislamientos de estreptococos beta hemoliticos no sensibles a penicilina o ampicilina son
extremadamente raros por lo que se considera que las cepas de EGB mantienen sensibilidad a
estos antimicrobianos; por este motivo las pruebas de susceptibilidad a la penicilina y
ampicilina- antibidticos de eleccion para el tratamiento de estreptococos beta hemoliticos- no
se realizan de forma rutinaria en estos aislamientos. En mujeres con alergia a la penicilina que
tienen un elevado riesgo de anafilaxis el antibiotico mas usado es la clindamicina; cuando se
aisla un EGB en este tipo de poblacion deben realizarse pruebas de sensibilidad
antimicrobiana para determinar resistencia a la clindamicina debido a que la resistencia a este
antimicrobiano esta incrementando. Para ello se emplea el método de difusidn del doble disco
con eritromicina y clindamicina (test-D), para identificar resistencia inducible; los
aislamientos que tienen el test D positivo se considera que tienen resistencia inducible a

clindamicina y por lo tanto se deben considerar resitentes a este antimicrobiano. (CLSI; 2016).
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Q. Tratamiento

Desde la década de 1980 se reportd que administrar tratamiento antibiotico intraparto a las
mujeres embarazadas colonizadas por EGB reduce la transmision vertical y desde 1996 esta
practica fue recomendada por el centro de control de enfermedades. (Rosa-Fraile M

& Spellerberg B; 2017).

La administracion endovenosa de antibiéticos intraparto a las gestantes portadoras, iniciada
cuatro horas antes o mas antes del nacimiento, es la Unica medida eficaz actualmente aceptada
para interrumpir la transmision vertical y evitar la sepsis neonatal. Después de la
administracion intraparto de penicilina G la colonizacion genital disminuye rapidamente lo
que pued explicar su efecto como profilactico. La administracion de antibidticos durante la
gestacion resulta ineficaz para erradicar la colonizacién vaginal, ya que, al suprimir el
tratamiento, la vagina vuelve a colonizarse a partir del recto. Se recomienda la administracion
de profilaxis intraparto en las siguientes circunstancias: a) en todas las mujeres identificadas
como portadoras vaginales o rectales durante la gestacion, b) en todos los partos de menos de
37 semanas en los que se desconozca si la gestante es o no portadora, ¢) en todas las
embarazadas que hayan presentado bacteriuria por el estreptococo del grupo B en la gestacion,
d) en las mujeres que previamente hayan tenido un hijo con enfermedad perinatal por este
microorganismo demostrada, independientemente del resultado de los cultivos de
seguimiento, y e) cuando no se disponga de los resultados del cultivo, pero existan factores de
riesgo tales como la rotura prolongada de membranas (>18 h), o la presencia de fiebre

intraparto (>38° C).
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Se recomienda administrar, al comienzo del trabajo de parto ampicilina i.v., penicilina G i.v.
En caso de alergia a los B-lactdmicos, puede utilizarse la clindamicina i.v. o eritromicina i.v.

(Ohlsson A & Shah VS; 2014).

La penicilina G intravenosa es el tratamiento de eleccion para la profilaxis antibiotica
intraparto contra el EGB. Se debe administrar 5 millones de unidades de Penicilina G
intravenosa, seguido de 2.5 a 3 millones de unidades cada 4 horas durante el trabajo de parto.
El objetivo es obtener una concentracion adecuada de antibiotico en el liquido amniético y
circulacion fetal. La ampicilina es una alternativa si la penicilina no esta disponible, la
dosificacion de ampicilina es 2 gramos por via intravenosa seguido de 1 gramo cada 4 horas
hasta el parto. Estos antibioticos no deben ser administrados en pacientes con alergia a la
penicilina; el tratamiento profilactico en aquellas pacientes con antecedentes de anafilaxis,
angioedema, distres respiratorio o urticaria tras el uso de penicilinas o cefalosporinas es
guiado por las pruebas de sensibilidad antimicrobiana; si el EGB es sensible tanto a
eritromicina como a clindamicina entonces se debe dar clindamicina intravenosa 900 mg cada
8 horas. Si el resultado de las pruebas de sensibilidad indican que la bacteria es resistente a
clindamicina, se debe dar vancomicina intravenosa 1 gramo cada 12 horas. La cefazolina
puede ser administrada si la paciente no tiene antecedentes de anafilaxis, angioedema, distres
respiratorio o urticaria tras el uso de penicilinas o cefalosporinas, en una dosificacion de 2
gramos intravenosa seguido de 1 gramo cada 8 horas hasta el parto. (Morgan JA & Cooper

DB, 2018)
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La microbiota genital materna, incluido el EGB, parece que no desarrolla resistencia
antibidtica por presion selectiva después de la administracion de la profilaxis antibiotica

intraparto. (Patras KA & Nizet V; 2018).

El tratamiento profilactico no puede aplicarse indiscriminadamente a todas las embarazadas,
debido a las posibles reacciones adversas y al costo que ello supondria; solamente debe
administrarse a aquellas gestantes en las que se demuestre colonizacién vaginal/rectal por el
estreptococo del grupo B entre las 35 y 37 semanas del embarazo. (Alvarez CA, Torafio PG &
Llanes CR, 2014). La exposicion a antibioticos en la etapa neonatal se ha asociado a cambios
en el microbioma. (Cotten CM; 2015). Asimismo el incremento en la profilaxis antibidtica
intraparto podria asociarse con un cambio en los patdgenos que causan Sepsis en neoantos
pretermino o con bajo peso al nacer, pudiendo convertir a Escherichia coli como el agente

mas prevalente. (Heath PT & Jardine LA; 2014).

Existen revisiones que evaluan el uso de clorexidina vaginal en forma de lavados, gel o crema
durante el parto como una posible forma de reducir lainfeccion; sin embargo no ha sido
asociado con reduccion de ninguno de los principales resultados de la infeccion de inicio
temprano por el EGB (sepsis, meningitis, neumonia); no existen estudios que soporten el uso
de desinfeccion genital con clorexidina en el parto para prevenir la enfermedad de inicio

temprano por EGB. (Ohlsson A, et all; 2014).
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R. Prevencion

Existen dos enfoques para la prevencion de la enfermedad neonatal de comienzo temprano por
el EGB: manejo basado en el riesgo y screening basado en cultivo antes del parto. (Homer CS,

et all; 2014).

Para la prevencion de la enfermedad de inicio temprano por el EGB existen las siguientes

recomendaciones: (Money D. & Allen V; 2013)

1. Ofrecer a todas las mujeres entre las semanas 35 a 37 de gestacion un screening para la

colonizacion por EGB a travez de cultivo vaginal y rectal.

2. Dar profilaxis antibidtica intravenosa al iniciar el parto o cuando exista ruptura prematura
de membrana a toda mujer con cultivo vagini-rectal positivo para EGB realizado entre las
semanas 35 a 37, a toda mujer con un infante previamente infectado con EGB y a toda mujer

con bacteriuria por EGB en el actual embarazo.

3. Manejar a toda mujer con menos de 37 semanas de gestacion con trabajo de parto o con
ruptura prematura de membranas con profilaxis antibidtica para EGB por un minimo de 48
horas, a menos que tenga un cultivo vagino-rectal negativo para EGB o un test rapido basado

en la deteccion de acido nucleico realizado en las pasadas 5 semanas.

4. Tratar a todas las mujeres con fiebre intraparto y signos de corioamnionitis con antibidticos

intravenosos de amplio espectro, sin importar el estado de EGB y la edad gestacional.
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5. Solicitar test de susceptibilidad antimicrobiana a los aislamientos de EGB aislados de orina
y de hisopados vagino-rectales en todas las mujeres en las que se sospecha que tienen un

riesgo significativo de anafilaxis con penicilina.

6. Pasadas las 37 semanas de gestacion, si se desconoce el estado de colonizacion por EGB
porque no se haya realizado el cultivo o si los resultados del cultivo no estan disponibles y
existe ruptura de membranas por mas de 48 horas se debe administrar profilaxis antibidtica

intravenosa por EGB.

7. Si una mujer con ruptura prematura de membranas con menos de 37 semanas de gestacion
tiene cultivo positivo para EGB 0 no se conoce su estado de colonizacién se debe administrar
profilaxis antibidtica intravenosa para EGB por 48 horas, asi como otros antibioticos si fuera

indicado, mientras se espera el parto.

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de los EE.UU. (CDC), en
conjunto con diversas asociaciones médicas de dicho pais, en su Gltima revision del afio 2010
recomiendan la busqueda intencionada de colonizacion vaginal o rectal por EGB en toda
mujer embarazada entre las semanas 35 y 37 de gestacion, para evaluar el uso de Profilaxis
antibidtica intraparto la cual seria administrada a toda mujer embarazada colonizada. Para la
PAI se administra, durante por lo menos 4 horas antes del parto y hasta el alumbramiento,
penicilina G por via intravenosa (i.v.) en una dosis inicial de 5 millones de unidades
internacionales (Ul) seguida por una dosis de mantenimiento de 2.5 millones de Ul cada 4
horas. La ampicilina (2 g i.v. dosis inicial seguida por 1 g i.v. cada 4 h) es una alternativa. En
caso de alergia a la penicilina sin riesgo de anafilaxia se recomienda la administracion de

cefazolina, pero cuando existe dicho riesgo se recomienda la administracion de clindamicina o
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vancomicina. La cefazolina se recomienda por su capacidad de alcanzar concentraciones
elevadas en el li- quido amnidtico y de prevenir la enfermedad de inicio temprano; se
administra a una dosis inicial de 2 g seguida de 1 g cada 8 horas. La administracion de 900 mg
de clindamicina cada 8 horas solo puede utilizarse cuando el EGB aislado es sensible. Sin
embargo, en los EE.UU., el 30% de los aislamientos de EGB son resistentes a la clindamicina,
por lo que si se desconoce la sensibilidad de la cepa debe administrarse vancomicina, 1 g cada
12 horas. Se recomienda administrar esta profilaxis a todas las mujeres embarazadas con
demostracion de infeccion urinaria o bacteriuria por este microorganismo, a aquellas con un
hijo previo con infeccion grave por EGB y a las que tienen un estado de colonizacion
desconocido y parto pretérmino o con rotura de las membranas fetales > 18 horas, o con

fiebre. (SLIPE-2014; Phares CR, et al. 2008; . Pannaraj PS, 2014).

Se ha demostrado que un factor de riesgo mayor para el desarrollo de la enfermedad neonatal
de inicio temprano y de inicio tardio por el EGB son concentraciones muy bajas de 1gG
materna dirigida contra los antigenos de la capsula de polisacaridos de la bacteria. Mujeres
colonizadas con el EGB que tuvieron bebes sanos tuvieron concentraciones significativamente
mayores de 1gG anti la capsula de polisacaridos en comparacién con mujeres cuyos bebes
desarrollaron la enfermedad. Esta es la base para el desarrollo de una vacuna que provoque
anticuerpos en la madre para proteger al bebe. (Baker; 2013) se espera que la vacuna de
polisacarido conjugado (PCV por sus siglas en ingles) sea capaz de inducir en la madre, una
respuesta inmunoldgica elevada de IgG anti polisacarido capsular del EGB y de esta forma
pueda proteger al bebe mediante transferencia de estsoa nticuerpos a travez de la placenta.

(Lin SM, et al; 2018).
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XXIV.DISENO METODOLOGICO.

F. Tipo o disefio de estudio.

Test diagnostico para la estimacion de los indices de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo, y razénes de verosimilitud positiva y negativa del medio de

cultivo CHROMagar Strep B.

G. Sitio o contexto del estudio.

Se tomaron muestras de hisopado vaginal y rectal de embarazadas entre 35 y 37 semanas de
gestacion que acudieron al Hospital de la Mujer para su control prenatal entre agosto y
noviembre del 2016. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Bacteriologia del

Instituto SELADIS.

H. Universo y poblacion o muestra.

Universo o poblacion blanco: Mujeres embarazadas entre las semanas 35-37 de gestacion.

Poblacién accesible: Mujeres embarazadas entre las semanas 35-37 de gestacion que
acudieron a consulta externa en el turno de la mafiana en el Hospital de la mujer en los meses

de agosto a noviembre del afio 2016.

7. Criterios de inclusion:
Mujeres embarazadas que estaban entre las semanas 35-37 de gestacion que

acudieron a consulta externa en el turno de la mafiana al hospital de la mujer entre
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agosto a noviembre del afio 2016, que decidieron participar voluntariamente en la

investigacion firmando el consentimiento informado (Anexos 1y 2).

8. Criterios de exclusion:

Pacientes con tratamiento antibidtico 48 horas antes de la toma de muestra.

9. Criterios de eliminacién:
No se elimind ninguna muestra debido a que todas cumplieron los criterios de

inclusion.

I. Tamano de la muestra

El tamafio muestral se calcul6 con el software Epi Info, para un disefio de test diagnostico, con
un nivel de confianza del 95%, con un poder del 80%, con un error aceptable del 5%, una
sensibilidad de 90% y una poblacién accesible de 140 mujeres embarazadas atendidas en un

trimestre en el Hospital de la Mujer, se obtuvo una muestra de 70 pacientes.

El muestreo fue no probabilistico consecutivo debido a que se seleccionaron a las pacientes
que cumplian los criterios de inclusion, a medida que acudieron a la consulta en el periodo

determinado.
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J. Descripcion de las técnicas y procedimientos méas importantes

1. Preparacion de medios de cultivo.

Se prepar6 caldo Todd Hewitt (Hardy Diagnostics), agar sangre (Oxoid) y CHROMagar™

Strep B (CHROMagar) de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes.

El caldo Todd Hewitt fue suplementado con gentamicina (8ug/mL) y &cido nalidixico

(15ug/mL) después de esterilizado.

Para ello se partio de una solucion de gentamicina de 80 mg/mL y se afiadio el volumen

necesario para obtener una concentracion final de 8ug/mL.

Para el segundo suplemento se prepard una solucion madre de acido nalidixico a partir de la
sustancia pura (Laboratorios LAFAR, 99,6% de pureza) a una concentracién de 500ug/mL;
debido a que el &cido nalidixico es muy poco soluble en agua se utiliz6 NaOH (1mol/L) gota a
gota hasta solubilizarlo (2 gotas fueron suficientes para solubilizarlo) y se aford con agua; a
partir de esta solucion madre se tomd el volumen necesario para suplementar el caldo a una

concentracion de 15ug/mL.

El agar sangre se prepard segln las recomendaciones del fabricante y se suplementd con

sangre de carnero (Matermed) al 5%.

Los medios se conservaron en refrigeracion a 8°C hasta su utilizacion.
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2. Obtencidn de muestras.

Se tomaron muestras vaginales y rectales a gestantes que se encontraban entre las semanas 35
a 37 de gestacion que acudieron al Hospital de la Mujer a su control prenatal, que decidieron
voluntariamente formar parte del estudio y que firmaron el consentimiento informado. Se
utilizé un codigo numeérico/alfabético para identificar las muestras de cada paciente (Anexo 3)

segun el orden de atencion de las mismas.

La muestra vaginal se tomd introduciendo un hisopo a la porcion méas externa de la vagina (sin
utilizar espéculo), rotandolo contra la porcion media de la pared vaginal; el hisopo fue retirado

cuidadosamente para prevenir la contaminacion con la microbiota de la piel.
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INICIO

v

No | «— | Paciente cumple
con los requisitos

Fin \l’
Si

v

Con la paciente en posicion ginecologica
tomar la muestra con un hisopado del tercio
externo de la vagina.

G

Introducir el hisopo en
Caldo Todd-Hewitt
(identificado)

¥

Transportar al laboratorio
lo més antes posible.

¥

FIN

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°1. Procedimiento para la toma de muestra de hisopado vaginal.

Se utilizé un segundo hisopo para la muestra rectal, se introdujo el hisopo unos 1,5 cm a2 cm

a través del esfinter anal y se tom6 la muestra realizando movimientos de rotacion.
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INICIO

v

No | «— | Paciente cumple
con los requisitos

Fin \l’
Si

v

Con la paciente en decubito lateral tomar la
muestra introduciendo un hisopo a través del
esfinter anal unos 1,5 a2 cm.

G

Introducir el hisopo en
Caldo Todd-Hewitt
(identificado)

¥

Transportar al laboratorio
lo més antes posible.

¥

FIN

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°2. Procedimiento para la toma de muestra de hisopado rectal.

Los hisopos se depositaron en dos tubos diferentes con caldo Todd Hewitt previamente
identificados con el codigo de cada paciente, tipo de muestra y fecha y se transportaron al

laboratorio lo més rapido posible.
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3. Procesamiento de las muestras.

e. Enriquecimiento selectivo en Caldo Todd Hewitt

Los hisopos con muestras de secrecion vaginal y rectal fueron incubados en los tubos con
medio de enriquecimiento selectivo Caldo Todd Hewitt suplementado con antibidticos
(Gentamicina 0.8 mg/ mL y Acido Nalidixico 15 mg/mL) por un periodo de 18-24 horas a

37°C

f. Cultivo en agar sangre y CHROMagar Strep B

Después de la incubacion en Caldo Todd Hewitt se procedid a la siembra por estria

agotamiento en agar sangre de carnero al 5% y CHROMagar Strep B.

Para evitar sesgos causados al momento de la lectura de los cultivos se recomienda procesar
las muestras en diferentes tiempos en el gold estandar y en el medio en estudio para evitar que
la lectura del desarrollo en el medio gold estandar influya en la lectura del agar cromogénico y
viceversa; sin embargo en este estudio debido a las caracteristicas de las muestras que no
pueden ser guardadas para procesarlas después, y tampoco pueden ser tomadas en diferente
momento (ya que la colonizacion puede ser transitoria o intermitente) se decidio identificar las
muestras mediante codigos numérico/alfabéticos, de tal forma que la parte numérica fue
utilizada para identificar el cultivo en agar sangre y la parte alfabética para identificar en
CHROMagar y de esta manera evitar el posible sesgo creado por el investigador al momento

de la lectura del desarrollo bacteriano.
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Por lo tanto las cajas petri se identificaron con el codigo numérico/alfabético otorgado a cada
paciente tomando el nimero para identificar las placas de agar sangre y la letra para identificar

las placas de CHROMagar Strep B.

Las placas se incubaron 24 horas a 37 °C y se inspeccionaron por separado para la busqueda
de colonias sugestivas de estreptococo del grupo B; en agar sangre: colonias pequefias de 0,5 a
1 mm de diametro, translicidas, superficie lisa, con una zona estrecha de beta hemolisis 0 no

hemoliticas; en agar cromogénico: colonias de color malva; como se muestran a continuacion:

Colonias transhicidas,
«/ | superficie lisa, no

hemolitica.

(Cepa ATCC 13813)

' Colonias transhicidas.
superficie lisa, con una
zona estrecha de beta
hemolisis

(Cepa ATCC 12386)

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°3. Caracteristicas morfologicas de las colonias de Streptococcus agalactiae en Agar

sangre de carnero.
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1| Colonias color malva
_/ de 0.5 a 2 mm de
diametro.

(Cepas ATCC 13813
v ATCC 12386)

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°4. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de Streptococcus agalactiae en

CHROMagar Strep B.

Si a las 24 horas no se observaba desarrollo de colonias caracteristicas de Streptococcus

agalactiae se re-incubaban las placas hasta las 48 horas y se inspeccionaban nuevamente.

g. ldentificacion

A todas las colonias con caracteristicas compatibles con Streptococcus agalactiae en agar
sangre 0 CHROMagar Strep B fueron sometidas a pruebas de identificacion (Anexo 4):
tincion Gram, catalasa (H20. al 3%), bilis esculina, sensibilidad a bacitracina 0,04 Ul (BD
Microbiology), sensibilidad a Sulfametoxasol-Trimetoprim (1,25ug de trimetoprim y 23,75ug

de sulfametoxasol; Oxoid) y Test de CAMP, como se muestra a continuacion:
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Tincion de Gram
Cocos gram positivos
(en cadenas cortas)

L

Catalasa
Negativo

F

N
Bilis esculina
Negativo
o .
N
Sensibilidad a bacitracina y SXT Test de CAMP
Negativo Positivo

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°5. Pruebas de identificacion realizadas a las colonias con caracteristicas
morfolégicass de Streptococcus agalactiae desarrolladas en Agar sangre y CHROMagar

StrepB.
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Colonias con caracteristicas morfoldgicas de Streptococcus
agalactiae en Agar Sangre y/o CHROMagar Strep B

\ 4

Tincion Gram: Cocos gran (+)

'

Catalasa: Negativo

v

Bilis esculina

/\A

Negativo: Positivo:
Enterococcus spp

Estreptococos de los
gruposA,B,C, F, G

v

Sensibilidad a SXT

4/\

Sensibles: Grupos C, Fy G

Resistentes: Grupos Ay B

4/\

Sensibilidad a la Bacitracina Test CAMP

— —

Sensibles:

Grupo A

Resistentes: Positivo

Grupo B Grupo B

Negativo:

Grupo A

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Figura N°6. Flujograma diagndstico de las pruebas de identificacion realizadas a las colonias

con caracteristicas morfoldgicas de Streptococcus agalactiae desarrolladas en Agar sangre y

CHROMagar Strep B.
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INICIO

Y

Muestra vaginal y rectal, cumplen con los requisitos. No
Si Fin

\

Incubar de 18 a 24 horas a 37°C
en Caldo Todd Hewitt

J

Sembrar en agar sangre de carnero Sembrar en CHROMagar Strep B

\

Incubar 24 horas, 37°C, microaerofilia. Incubar 24 horas, 37°C, ambiente aire.
Colonias tipica\i/ —> No
;Li Incubar otr\i/s 24 horas.
\I/ Colonias tipicas —— No
Pruebas de J/

confirmaciéon | gj : )
Si Cultivo negativo para

\]/ Streptococcus agalactiae

Tincion de Gram: cocos Gram positivos (en cadenas)
Prueba de la catalasa: negativa.

Bilis esculina: Negativo

Test de CAMP: positivo.

Sensibilidad a la bacitracina: Negativo.

Sensibilidad a SXT: Negativo

J

StClll:lVO positivo ]Pa‘t’? D Reporte y analisis de
reptococcus agalactiae resultados
FIN

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS..

Figura N°7. Flujograma diagnostico para el procesamiento de muestras.
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h. Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

Las cepas de Streptococcus agalactiae aisladas de pacientes que refirieron alergia a la
penicilina fueron sometidas a pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos por el Método de
Kirby - Bauer de acuerdo a las recomendaciones de la CLSI, para clindamicina de 2ug
(Oxoid) y eritromicina de 15ug (Oxoid) utilizando el método de doble disco (test D) para la

deteccidn de resistencia inducible a la clindamicina. (Anexo 5).

4. Control de calidad

Se utilizaron las cepas ATCC de Streptococcus agalactiae 12386 (cepa beta hemolitica) y
ATCC 13813 (cepa no hemolitica) para el control de calidad de los medios y de las pruebas de

identificacion.

5. Analisis estadistico

Test a probar

El test a probar es el cultivo en el agar cromogénico CHROMagar Strep B para detectar

colonizacion vagino rectal materna por el EGB.

Gold estandar

Cultivo en agar sangre de carnero.
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Parametros estadisticos utilizados

Se estimaron los siguientes parametros estadisticos: indice kappa, sensibilidad y especificidad

diagnosticas, valores predictivos positivo y negativo, razones de verosimilitud positiva y

negativa en base a la tabla de contingencia de doble entrada o tabla 2x2.

Gold estandar Total
Positivo Negativo
Prueba a Positivo Verdaderos Falsos a+b
analizar Positivos (a) Positivos (b)
Negativo Falsos Verdaderos c+d

Negativos (c) negativos (d)

Total a+c b+d (a+b+c+d)

Las formulas para el célculo de los parametros estadisticos son las siguientes:

Po - Pe
Indice de Kappa =

1-Pe
Donde:
Po: Porcentaje de acuerdos observados

Pe: Porcentaje de acuerdos esperados

Po = a+d
N
Pe = [(a+b)/n * (a+c)/n] + [(c+d)/n * (b+d)/n]
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a+d
Certeza diagnostica=

a+b+c+d
A D
Sensibilidad = Especificidad =
a+c b+d
A D
VPP = VPN =
atb c+d
Sensibilidad 1-Sensibilidad
RVP = RVN =
1-especificidad Especificidad
a+c
Prevalencia =
a+b+c+d
Programa

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el programa de Microsoft Excel donde se

calcularon los pardmetros estadisticos a partir de las formulas expresadas anteriormente.
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6. Aspectos bioéticos

A cada paciente se le entregd una hoja de informacién (Anexo 1) y se le explico el objetivo, la
utilidad del estudio, los riesgos y beneficios si decidian formar parte del mismo; si la paciente
decidia de forma libre formar parte del estudio se obtuvo su firma en un consentimiento
informado, (Anexo 2) ademas para salvaguardar la confidencialidad de la paciente, toda la
informacién se mantuvo en forma segura y anonima. No se dio a conocer los nombres de las

pacientes ni en el proceso de elaboracion de la tesis ni en los resultados de la misma.
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XXV.RESULTADOS

En el periodo de estudio fueron atendidas 86 pacientes embarazadas entre las semanas 35 a 37

de gestacion, en consulta externa de ginecoobstetricia del Hospital de La Mujer como parte de

su control prenatal. La edad promedio de las pacientes fue de 29 afios. Se tomaron 172

hisopados ya que por cada paciente se recolectd un hisopado genital y un hisopado rectal.

De todas las pacientes, 6 resultaron positivas para colonizacion vaginal o rectal por

Streptococcus agalactiae correspondiente al 6,97% de colonizacion. De las 6 pacientes

colonizadas por esta bacteria, 2 fueron recuperadas por hisopado rectal y 4 por hisopado

vaginal. Los resultados generales se muestran en la tabla 1.

Tabla N° 1. Cultivo de hisopados vaginal y rectal para Streptococcus agalactiae en

CHROMagar Vs Agar Sangre de carnero.

Agar Sangre
Total
Positivo  Negativo
Positivo 3 2 5
CHROMagar
Negativo 1 80 81
Total 4 82 86

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.
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La tabla de contingencia 2x2 muestra que de las 86 pacientes que participaron en el estudio se
aislaron 6 cepas de Streptococcus agalactiae, de las cuales: 3 fueron aisladas por ambos
métodos de cultivo, 2 fueron aisladas solo en CHROMagar Strep B y 1 fue recuperada solo en
agar sangre. En base a la tabla de contingencia se obtuvieron los siguientes pardmetros

estadisticos:

Tabla N° 2. Parametros estadisticos de validacion del cultivo de muestras vaginales y rectales

en CHROMagar Strep B vs Agar Sangre de carnero.

Muestras vaginales y rectales

Indicador Porcentaje
indice de Kappa 0,65
Sensibilidad 75%
Especificidad 98%

Valor Predictivo Positivo 60%

Valor Predictivo Negativo 99%
Razén de verosimilitud positiva 30,8

Razén de verosimilitud negativa 0,3
Prevalencia 4,7%

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.
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Tabla N° 3. Cultivo de hisopados vaginal para Streptococcus agalactiae en CHROMagar Vs

Agar Sangre de carnero.

Agar Sangre
Total
Positivo  Negativo
Positivo 2 1 3
CHROMagar
Negativo 1 82 83
Total 3 3 86

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

A partir de las muestras de hisopado genital se aislaron un total de 4 cepas de Streptococcus
agalactiae, de las cuales: 2 fueron aisladas por ambos métodos de cultivo, 1 fue aislada solo
en CHROMagar Strep B y 1 fue recuperada solo en agar sangre, obteniendo los siguientes

parametros estadisticos:
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Tabla N° 4. Parametros estadisticos de validacion del cultivo de muestras vaginales en

CHROMagar Strep B vs Agar Sangre de carnero.

Muestras vaginales

Indicador Porcentaje
Indice Kappa 0,65
Sensibilidad 67%
Especificidad 99%

Valor Predictivo Positivo 67%

Valor Predictivo Negativo 99%
Razon de verosimilitud positiva 55.3

Razon de verosimilitud negativa 0.3
Prevalencia 3.5%

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.
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Tabla N° 5. Cultivo de hisopados rectales para Streptococcus agalactiae en CHROMagar Vs

Agar Sangre de carnero.

Agar Sangre Total

Positivo  Negativo

CHROMagar Positivo 1 1 2
Negativo 0 84 84
Total 1 85 86

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Se aislaron 2 cepas de Streptococcus agalactiae a partir de muestras de hisopado rectal, de
estas 1 fue aislada por ambos medios de cultivo y 1 fue aislada solo en CHROMagar Strep B,

por lo que se tienen los siguientes resultados:
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Tabla N° 6. Parametros estadisticos de validacion del cultivo de muestras rectales en

CHROMagar Strep B vs Agar Sangre de carnero.

Muestras rectales

Indicador Porcentaje
Indice de Kappa 0,66
Sensibilidad 100%
Especificidad 99%

Valor Predictivo Positivo 50%

Valor Predictivo Negativo 100%
Razon de verosimilitud positiva 85

Razon de verosimilitud negativa 0
Prevalencia 1.2%

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.
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Tabla N° 7. Comparacién de los pardametros estadisticos de validacion del cultivo de muestras

de hisopado vagino-rectal, vaginal y rectal en CHROMagar Strep B vs Agar Sangre de

carnero.
Tipo de muestra
Indicador Hisopado Hisopado Hisopado
vagino-rectal Vaginal rectal

Indice Kappa 0,65 0,65 0,66
Sensibilidad 75% 67% 100%
Especificidad 98% 99% 99%
Valor Predictivo Positivo 60% 67% 50%
Valor Predictivo Negativo 99% 99% 100%
Razon de verosimilitud positiva 30,8 55.3 85
Razon de verosimilitud negativa 0,3 0.3 0
Prevalencia 4, 7% 3.5% 1.2%

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia, Instituto SELADIS.

Cuando se trabaja con muestras de hisopado vaginal y rectal y con muestras solo vaginales, el
indice de Kappa es de 0,65 y con muestras solo rectales es de 0,66; segun estos valores la
concordancia se clasifica como buenaa entre el cultivo en agar sangre de carnero y el

CHROMagar Strep B como métodos de deteccion de colonizacion materna por S. agalactiae.
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XXVI.DISCUSION

La validez de un estudio puede verse severamente afectada si se utilizan mediciones poco
fiables (Cerda J & Villarroel L; 2008). Un parametro estadistico que permite evaluar la
concordancia o reproducibilidad de instrumentos de medida cuyo resultado es categérico (2 o
mas categorias) es el indice de kappa; representa la proporcion de acuerdos observados mas
alla del azar respecto del maximo acuerdo posible méas alld del azar. Este indice tomara
valores entre 0 (total desacuerdo) y 1 (maximo acuerdo). (Abraira V; 2000). En este sentido,
en el presente estudio de validon del cultivo en medio cromogénico para la deteccién de
colonizacion materna vagino-rectal por el EGB, se obtuvo que el indice de kappa es de 0,65
tanto para muestras de hisopado vagino-rectal como para muestras solo de hisopado vaginal y
de 0,66 cuando se trabaja solo con muestras rectales. Ambos resultados del indice de kappa

expresan que la concordancia entre ambos métodos de cultivo es buena.

La sensibilidad es la probabilidad de que la prueba dé positiva si la condicion de estudio esta
presente; también se puede definir como la proporcion de verdaderos positivos respecto al
total de enfermos. La especificidad es la probabilidad de que la prueba dé negativa si la
enfermedad estd ausente, dicho de otra forma, es la proporcion de verdaderos negativos
respecto al total de sujetos sanos. (Ochoa SC & Orejas G; 1999). Estas proporciones son
parametros inherentes a la prueba diagndstica y no dependientes de la prevalencia de la
enfermedad. (Bravo GS & Cruz QJ; 2015). El aspecto mas importante es que el examen puede
clasificar correctamente al paciente sano como sano; es decir, los verdaderos negativos. Un
examen con una alta especificidad es muy Gtil cuando el resultado es positivo, pues la tasa de

falsos positivos es muy baja. (Medina MC; 2011)
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Los medios cromogenicos proveen un medio de identificacion para el EGB rapido y facil, sin
embargo estos medios no son 100% sensibles ni 100% especificos; la falta de un cromoégeno
especifico para EGB limita su especificidad lo que puede llevar a errores en la identificacion.

(Rosa-Fraile, M % Spellerberg, B; 2017).

En este estudio se obtuvo una sensibilidad del CHROMagar Strep B del 75% y una
especificidad de 98% frente al agar sangre, esto indicaria que el cultivo en CHROMagar Strep
B no seria tan Gtil detectando pacientes colonizadas en comparacion con el agar sangre; sin
embargo, a todas las cepas sospechosas de ser EGB desarrolladas en cromagar se les
realizaron las pruebas de identificacion ya que, si bien es cierto el CHROMagar Strep B es un
medio cromogeénico para el aislamiento y la diferenciacion de S.agalactiae, lasinstrucciones de
uso del fabricante indica que la identificacion definitiva puede requerir pruebas adicionales
tales como CAMP, PYR, catalasa o pruebas inmunoldgicas; por lo tanto, los resultados
expresados como falsos positivos para CHROMagar Strep B corresponden a aislamientos de
Streptococcus agalactiae que Unicamente por razones estadisticas debian ser expresadas como
falsas negativas. Esto demuestra que en realidad el cultivo en CHROMagar Strep B pudo

aislar al EGB en dos pacientes que el cultivo en agar sangre no detecto.

La sendibilidad y especificidad obtenidas del CHROMagar son menores a los reportados por
otros autores (Salem, N., & Anderson, J. J.; 2015 reporatron una sensibilidad de 94% y una
especificidad de 100%; Poisson, D.-M., et al; 2010 obtuvieron una sensibilidad de 92,7%);
cabe resaltar que en dichos estudios se tomaron el cuenta muestras vaginales en comparacion
con el presente estudio que incluyd asimismo muestras rectales; la diferencia en los valores

podria estar causada por el desarrollo masivo de la microbiota acompafiante de crecimiento
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rpido presente en las muestras rectales que pordrian haber enmascarado y/o inhibido el

crecimiento del EGB.

Aunque asumamos que el patron de referencia tiene una validez absoluta, es frecuente que
esta validez no sea perfecta. A menudo, se asigna dicho papel a la prueba diagndstica
disponible con la que existe mayor experiencia; por lo tanto, es importante tener en cuenta que
un “patréon oro” puede ser imperfecto y sin embargo, su validez debe ser asumida por
cuestiones de operatividad. (Ochoa SC & Orejas G; 1999). En este sentido, el uso de agar
sangre puede conducir a resultados falsos negativos debido a que no es un medio selectivo y la
microbiota rectal tiene una gran cantidad de bacterias de rapido crecimiento entre las que el
EGB estan frecuentemente presente en menor nimero. Resultados falsos positivos en agar
sangre de carnero podrian deberse al desarrollo de enterococos beta hemoliticos cuyas
caracteristicas se asemejan a las colonias de EGB. Por este motivo debe realizarse pruebas de
identificacion presuntivas o de confirmacion a todas las colonias cuyas caracteristicas se

asemejen a las de EGB. (Verani JR, et al; 2010).

Una fuente probable de resultados falsos negativos es que si bien, se utilizan medios
selectivos, estos no estan destinados a la inhibicién de enterococos que forman parte de la
microbiota rectal. En este aspecto, el agar cromogénico tiene la ventaja de ayudar a
diferenciar los enterococos de los EGB por la diferencia de color, sin embargo, si el desarrollo

de enterococs es masivo, existe el riesgo que encubran las colonias de EGB.

En este estudio se observo desarrollo de enterococos en 71% de muestras vaginales y en 96%
de muestras rectales sembradas en CHROMagar lo que es mayor a lo reportado en otras

literaturas donde reportan que el desarrollo de enterococos puede ser de hasta 60%. A esto se

77



suma el hecho que los enterococos pueden impedir el crecimiento de EGB en caldos por
competicion debido a que las caracteristicas de crecimiento de los enterococos son muy
similares a las de los EGB vy las pocas diferencias de susceptibilidad no son favorables para el

EGB.

En agar cromogenico pueden observarse como colonias de color malva algunas cepas de
estreptococos de los grupos C, F y G; la mayoria de Streptoccocus del grupo A, algunas pocas
cepas de estafilococos y algunas cepas de Lactobacillus pueden aparecer como colonias de
color malva pélido a violeta; todas podrian llevar a la interpretacion de resultados falsamente
positivos por lo que se recomienda realizar otras pruebas adicionales de identificacion

presuntiva.

Par evitar el reporte de resultados falsos positivos en CHROMagar StrepB se emplearon
diferentes pruebas de identificacion. La tincion de gran permite diferenciar principalmente a
los lactobacilos que se observan como bacilos gran (+); la prueba de la catalasa es util para

diferenciar a estafilococos (catalasa +).

La prueba de sensibilidad a la bacitracina es una prueba simple, econémica y bastante precisa
para la diferenciacion de estreptococos del grupo A (sensibles) de los estreptococos del grupo
B (resistentes); se realiza junto con la prueba de sensibilidad al sulfametoxazol/trimetoprima
para diferenciar a los estreptococos de los grupos A y B (resistentes) de los estreptococos de

los grupos C, F y G que son sensibles.

La prueba de CAMP es una prueba altamente sensible para la identificacion presuntiva de

estreptococos del grupo B ya que incluso las cepas no hemoliticas son CAMP positivas.
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Por ultimo la prueba de bilis esculina se utilizd para la diferenciacion de estreptococos del
grupo B (negativos) de enterococos (positivos) principalmente en aquellas colonias aisladas de
agar sangre de carnero, debido a la similitud en la morfologia de las colonias entre ambas

cepas.

La sensibilidad y la especificidad son medidas importantes de la exactitud diagndstica de una
prueba, pero no pueden ser usadas para estimar la probabilidad de enfermedad en un paciente
individual. Los valores predictivos positivos y negativos proporcionan estimaciones de la
probabilidad de la enfermedad. Vale decir, es la probabilidad de que la prueba diagnostica
entregue el diagnostico correcto, si esta resulta positiva o negativa. El Valor Predictivo Positiv
corresponde a la probabilidad de que el paciente tenga la enfermedad, dado que el test resultd
positivo mientras que el Valor Predictivo Negativo es la probabilidad de que el paciente no
tenga la enfermedad, dado que la prueba diagndstica resultd negativa. (Bravo GS & Cruz QJ;

2015).

Los valores predictivos tienen utilidad postprueba, ya que informan de la probabilidad de
enfermedad una vez realizada la prueba y conocido su resultado. Sin embargo, sus
predicciones tienen una validez limitada, porque dependen de la prevalencia del fenémeno en
estudio en la poblacion donde se aplica. (Talavera JO, et al; 2011). Quiza esta influencia por la
prevalencia sea el motivo por el cual estos pardmetros estadisticos no son reportados en los
estudios de investigacion, en los que se enfocan mas en los datos de sensibilidad y
especificidad. Debido a que, si la prevalencia de la enfermedad en la poblacion de la cual se
obtuvieron los valores predictivos de la prueba diagndstica es diferente a la prevalencia de la

enfermedad en nuestra poblacion, no es posible hacer uso de dichos valores predictivos. Se
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obtuvo un valor predictivo positivo para muestras vagino-rectales, vaginales y rectales de:
60%, 67% y 50% respectivamente y los valores predictivos negativos fueron de 99%, 99% y
100%. Con estos resultados se puede observar que los VPP son relativamente bajos mientras
que los VPN son muy altos, esto se debe a la prevalencia de la colonizacién materna ya que un
incremento en la prevalencia provoca un incremento en el valor predictivo positivo, con una
disminucion del valor predictivo negativo (una prueba positiva en una poblacién con alta
prevalencia de la enfermedad practicamente hace el diagnostico, sin embargo, una prueba
negativa no lo descarta); al contrario, una disminucién de la prevalencia provoca un
incremento en el valor predictivo negativo y una disminucién del valor predictivo positivo
(una prueba negativa en una poblacion con una baja prevalencia de la enfermedad

practicamente descarta la enfermedad). (Talavera JO, et al; 2011).

Los likelihood ratios o razones de verosimilitud se definen como cuéantas veces es mas
probable que un paciente con la enfermedad tenga un determinado resultado en el test que
pacientes sin la enfermedad. En el caso de resultados dicotémicos el LR positivo toma valores
entre 1y el infinito, mientras que el LR negativo toma valores entre el 1 y el 0. Si la raz6n de
verosimilitud es igual a 1, la probabilidad del diagndstico es la misma antes y después de
aplicar la prueba. En este caso la prueba es inutil, no tiene capacidad discriminante. Cuanto
mas se aleje de 1 el valor de la raz6n de verosimilitud, con mayor fuerza la prueba nos sacara
de la zona de incertidumbre diagnostica, los LR no se ven afectados por la prevalencia de la
enfermedad. (Bravo GS & Cruz QJ; 2015). La principal utilidad de los CP es que permiten
calcular la probabilidad postprueba a partir de cualquier prevalencia. La probabilidad
posprueba para una RVP se refiere a la probabilidad de obtener un resultado positivo cuando

la prueba es positiva y corresponde al VPP; la probabilidad posprueba para una RVN se
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refiere a la probabilidad de obtener un resultado positivo cuando la prueba es negativa;
equivalente a 1-VPN. (Talavera JO, et al; 2011). En el presente estudio, se obtuvieron los
siguientes resultados para muestras vagino-rectales, vaginales y rectales: LRP de 30,8; 55,3 y
85 respectivamente y LRN de 0,3 para muestras vagino-rectales y vaginales y 0 para muestras
rectales. Estos parametros estadisticos tampoco suelen ser reportados en los estudios de

investigacion por lo que no es posible realizar sus comparaciones con otros estudios similares.

La prevalencia puede interpretarse como la probabilidad esperada de tener el fendmeno en
estudio (enfermedad) antes de realizar la prueba diagndstica. Esta probabilidad preprueba se
comporta como un punto de partida en la prediccion diagnoéstica. (Ochoa SC & Orejas G;
1999). Se obtuvo una prevalencia de colonizacién vaginal/rectal por S. agalactiae del 4,7%;
sin embargo este dato refleja Unicamente el desarrollo obtenido en el medio agar sangre,
considerado como gold estandar; no obstante, si se toma en cuenta ademas a las cepas que
fueron aisladas del CHROMagar, la prevalencia aumenta a un 6,97% como se muestra en los

resultados.

Ambos resultados muestran una prevalencia menor con respecto a lo reportado en paises
desarrollados; estas variaciones pueden deberse a diferencias en virulencia de las cepas,
niveles de anticuerpos anti-EGB maternos o susceptibilidad genética como lo reporta Le
Doare K & Heath PT (2013). Sin embargo, la prevalencia es similar a lo reportado en algunos
paises sudamericanos como Argentina (1,4%) y Pert (10,9%). (Larcher JS, et al, 2005;

Tamariz J, et al, 2004).

La prevalencia de la colonizacion materna varia mucho segun los diferentes estudios

realizados: Ceballos et al reportaron una prevalencia de 17,6% en Medellin — Colombia el afio

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Doare%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23973349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Doare%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23973349
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heath%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23973349

2014, mientras que el afio 2010 Duque et al reportaron una prevalencia de 5,8%; en Bogota-
Colombia el afio 2011 Garcia et al reportaron una prevalencia de 0,38%; en Tamuco-Chile el
afio 2014 Abarzua et al reportaron una prevalencia de 14,4%; en Paraguay la prevalencia
reportada por Ortiz et al el afio 2013 fue de 23,6%; en Lima — Per( se encontrd una
prevalencia de 10,9% el afio 2004 reportado por Tamariz et al. Se puede observar que uno de
los factores que podrian tener mayor influencia en estas variaciones es el método de cultivo
utilizado para el aislamiento del estreptococo del grupo B. Esto puede observarse claramente
en los estudios realizados en Colombia donde se ha reportado prevalencias desde 0,38% hasta
17,6%; la menor prevalencia de 0,38% se obtuvo al incubar las muestras en caldo cerebro
corazon con gentamicina y su posterior resiembra en agar sangre; una prevalencia de 5,8% se
reportd al emplear caldo Todd Hewitt y subcultivo en agar sangre; y la mayor prevalencia de
17,6% al emplear un medio cromogénico. La prevalencia obtenida en el presente estudio de
4,7% se asemeja a la reportada en Colombia el afio 2010 de 5,8% (Dugue et al; 2010) en la
que utilizaron una metodologia de cultivo semejante de enriquecimiento en Todd Hewitt y

posterior resiembra en agar sangre.

Se reportan estudios similares realizados en Argentina donde los resultados de prevalencia
varian significativamente 17,4% (Montibello et al; 2011), 9,39% (DI Bartolomeo et al; 2005),
1,4% (Larcher et al; 2005) ; la prevalencia del presente estudio es mayor a la reportada el
2005 en Argentina, donde encontraron una prevalencia de colonizacion de 1,4% a partir de
una poblacion de 1756 gestantes; sin embargo la metodologia de cultivo empleada fue
diferente ya que en ese estudio incubaron sus muestras en caldo cerebro corazén con colistina
y las subcultivaron en agar sangre de carnero. En otro estudio de Argentina del afio 2005

donde la metodologia de estudio fue similar (muestras vagino-rectales enriquecidas en caldo
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Todd Hewitt y resiembra en agar sangre) la prevalencia fue de 9,39%, mayor a lo encontrado
en este estudio de 4,7%; sin embargo cabe resaltar que en el estudio de Argentina la poblacion
en estudio incluia a gestantes entre 28 a 40 semanas de gestacién en comparacion con este
estudio que solo incluyé a gestantes entre 35 a 37 semanas de gestacion segun lo recomendado
por la CDC; este factor puede explicar la diferencia de prevalencia ya que se sabe que la
colonizacion materna por EGB es variable. Al igual que lo observado en Colombia, la mayor
prevalencia en Argentina -reportada el afio 2011- de 17,4%, fue con el uso de un medio
cromogeénico después de el enriquecimiento en Caldo Todd Hewitt; en comparacion con el
presente estudio el agar cromogénico empleado fue diferente (chromIDStreptoB de

bioMérieux) ademas que la poblacién estudiada fue mayor (962 embarazadas).

Otro factor que se debe considerar es la cantidad de gestantes incluidas en los estudios. Se
puede observar que la prevalencia de colonizacién del presente estudio es menor en
comparacion con lo reportado por Chile el afio 2014 — prevalencia de 14,4% - a pesar de que
la metodologia empleada fue similar (Todd Hewitt y posterior resiembra en agar sangre) cabe
recalcar que en Chile se realiza en cultivo selectivo para Streptococcus agalactiae a todas las
gestantes entre 35 a 37semanas de gestacion; esto podria explicar la mayor prevalencia ya que
se basaron en una base de datos de 2 afios (de mayo de 2010 a mayo de 2012) y por lo tanto la
poblacion estudiada fue mucho mayor (1181 mujeres); lo mismo podria explicar la diferencia
encontrada con el estudio realizado en Paraguay el 2013 ya que en el lapso de abril del 2010

hasta agosto del 2011 estudiaron 203 embarazadas encontrando una prevalencia de 23,6%.

El estudio realizado en Peru el afio 2004 emple6 una metodologia similar de enriquecimiento

en Caldo Todd Hewitt y resiembra en agar sangre; a pesar de ello la prevalencia reportada en
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el pais vecino es mayor con 10,9%; esto podria deberse a que incluyeron a 238 gestantes y que

ademas incluyeron gestantes desde las 26 semanas de gestacion.

Existen estudios que indican que uno de los factores bioldgicos de colonizacion vaginal por
EGB es la edad materna mayor a 36 afios y colonizacion persistente en mujeres mayores a 40
afios (Patras KA & Nizet V; 2018); esto podria explicar el porcentaje de prevalencia
encontrado en el presente estudio debido a que la edad promedio de las mujeres estudiadas fue

menor con un valor de 29 afios.

En este estudio se utiliz6 como gold estandar el agar sangre de carnero al 5%, el medio de
cultivo a validar fue el CHROMagar Strep B; todas las colonias sospechosas desarrolladas en
ambos medios fueron sometidas a pruebas de identificacién, por lo tanto, el gold estandar
empleado en este estudio es un gold estandar compuesto (desarrollo en medio de cultivo més

pruebas de identificacion).

El medio CHROMagar Strep B es una buena alternativa al agar sangre para el subcultivo del
caldo Todd-Hewitt, ya que recupera un porcentaje mayor de estreptococos del grupo B, el
motivo puede ser a que el aspecto caracteristico que presentan las colonias en CHROMagar
permite recuperar aquellas cepas cuya hemdlisis pasa desapercibida en cultivos mixtos o las
que carezcan de ella. Es posible que una vez adquirida la destreza en la deteccion del
estreptococo del grupo B en este medio, pocas veces fuera necesaria las pruebas de
identificacion posteriores de las colonias, ya que las colonias sospechosas de EGB siempre

fueron confirmadas en nuestros aislados.
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La adecuada técnica de toma de muestra es importante al momento de lograr el maximo de
deteccion de portacion. Si se toma sélo vaginal y no rectal, se pierde un tercio de las pacientes
colonizadas, y con ello a un grupo importante de mujeres embarazadas que son potenciales

transmisoras de S. agalactiae a su recién nacido. (Verani JR, et al; 2010)

Con las actuales guias de prevencién de sepsis neonatal precoz por EBG, implementadas en
otros paises, se ha producido una caida sostenida en las cifras de neonatos afectados,
principalmente entre 1996 y mediados de la década del 2000. Con posterioridad a ello, las
tasas se han mantenido bajas, pero estables. Eso sugiere que este tipo de protocolos de
prevencion logran una importante reduccion de esta patologia, pero no su erradicacién ya que
no es 100% protectora, pudiendo la madre adquirir el microorganismo con posterioridad a la
semana del tamizaje, ya que el estado de colonizacién por EGB en una mujer embarazada
puede cambiar desde el cultivo de screening hasta el momento del parto. Esto sugiere que se

requiere mejorar la sensibilidad de los métodos usados en el screening preparto.

Existen métodos de biologia molecular que permiten realizar el screening en el momento del
parto debido a que ofrecen un resultado en menos de 75 minutos; sin embargo para nuestra
realidad, estos métodos son aun muy caros, ademas que requieren personal calificado,
ambientes con requerimientos especificos, no permiten realizar pruebas de sensibilidad y
resistencia y pueden tener limitaciones técnicas como inhibidores de la PCR o presencia

significativa de moco.

La deteccion de colonizacion materna por Streptococcus agalactiae no se practica de forma
universal y rutinaria en nuestro medio como parte de los estudios del control prenatal;

probablemente debido a la ausencia de estudios que permitan conocer la prevalencia de
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mujeres gestantes colonizadas y por lo tanto no se emplee una metodologia adecuada para el
aislamiento de este germen. Bajo este panorama es posible que se este subestimado su
importancia ya que existe informacién de casos de sepsis en neonatos por Streptococcus
agalactiae. (Flores, M, 2007) y reportes de casos en los que no se pudo identificar al agente
causal pudiendo alguno corresponder a Streptococcus agalactiae en los que debido a la falta
de un adecuado método de aislamiento e identificacion no se llegd a un diagnostico certero.
La aparente falta de la enfermedad en nuestro medio puede deberse a que la enfermedad no es
reconocida y al uso de antibiéticos de amplio espectro antes de realizar los cultivos que

pueden evitar la identificacion del EGB en el laboratorio. (Johri AK, et all; 2013).

La falta de informacion en nuestro medio acerca de la infeccion producida por este
microorganismo, ha excluido su importancia en enfermedades frecuentes en neonatos y
gestantes. El presente estudio demuestra que en nuestra poblacién existe colonizacion materna
por este agente, por lo tanto el riesgo de infeccién neonatal estd presente; asimismo los
reusltados ratifican la importancia del empleo de una metodologia de aislamiento apropiada ya
que las caracteristicas morfoldgicas macroscépicas de esta bacteria pueden llevar a que pase

desapercibido especialmente en un cultivo mixto.

Los resultados permiten fortalecer la importancia de mantener un seguimiento etioldgico de la
sepsis neonatal de manera que se puedan implementar medidas preventivas adecuadas a
nuestra realidad; en tal sentido seria conveniente ampliar estudios similares a fin de conocer la
real magnitud del problema en nuestro entorno. En base a tal informacién las autoridades de

Salud podrian implementar las medidas preventivas y de control necesarias.
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XXVII.CONCLUSIONES

El método de cultivo en agar cromogénico para Streptococcus agalactiae es valido y aplicable

para la deteccidn de colonizacion vagino-rectal en mujeres embarazadas que se encuentran

entre las semanas 35-37 de gestacion.

1.

Existe una buena concordancia entre el cultivo en CHROMagar Strep B y en agar

sangre de carnero expresado em el indice de kappa de 0,65.

En el 75% de los casos el cultivo en CHROMagar Strep B da un resultado positivo
cuando existe colonizacion materna por Streptococcus agalactiae mientras que en el
97,5% de los casos dara un resultado negativo cuando no existe colonizacion materna

por esta bacteria.

Si se obtiene un resultado positivo en el cultivo en CHROMagar Strep B existe una
probabilidad del 60% de tener colonizacién materna por Streptococcus agalactiae
dada la prevalencia del 4,6% mientras que la probabilidad de que no exista
colonizacién materna por Streptococcus agalactiae es del 99% cuando el resultado

del cultivo es negativo.
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Es 30,7 veces mas frecuente que el cultivo en CHROMagar Strep B sea positivo
cuando existe colonizacién materna y 0,26 veces mas probable tener un resultado

positivo cuando no existe colonizacién materna.

La prevalencia de colonizacion vagino-rectal de mujeres embarazadas que se
encuentran entre las semanas 35-37 se gestacion que acuden al Hospital de la Mujer

en el segundo trimestre del afio 2016 fue de 4,7%.
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XXVIII.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio con mayor poblacion y mayor tiempo de duracion para
obtener un dato mas robusto de la prevalencia de la colonizacién materna por estreptococo del
grupo B en nuestra poblacion. Por este motivo seria adecuado realizar un estudio
multic’wntrico. Aun con el resultado de prevalencia menor al esperado por bibliografia de
otros paises, considero que la deteccion de colonizacion materna por estreptococo del grupo B
deberia ser aplicada de forma rutinaria en todos los centros de salud que atienden control
prenatal ya que permitiria prevenir el desarrollo de enfermedad neonatal de inicio temprano y

ayudaria reducir la morbi-mortalidad por estreptococo del grupo B en neonatos.

Asimismo se debrian realizar estudios de costo efectividad de la aplicacion de estas medidas
de prevencion ya que publicaciones de otros paises calculan menores costos con la
implementacién del cultivo prenatal que con el uso de estrategias basadas en factores de
riesgo, disminuyendo el nimero de recién nacidos con sepsis precoz por S. agalactiae y
muerte. Estos estudios son necesarios en nuestro pais para determinar las estrategias de

prevencion mas adecuadas para nuestra realidad.

El CHROMagar Strep B puede ser utilizado en lugar del agar sangre de carnero al 5% para la
deteccion materna de colonizacion ya que es mas selectivo que el agar sangre inhibiendo gran
parte de la microbiota acompafante y mas fécil de interpretar debido a la coloracion de las
colonias, lo que ahorra tiempo de procesamiento e insumos al laboratorio; sin embargo debe
ser acompafiado por pruebas de identificacion posteriores para confirmar que el aislamiento
sea Streptococcus agalactiae y de este modo asegurar que el uso de antibidticos intraparto

sean realmente necesarios.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran la necesidad de realizar trabajos de
investigacion que identifiquen la magnitud del problema en nuestro medio a fin de orientar la

implementacion de las medidas preventivas necesarias.

XXIX.PERSPECTIVAS FUTURAS

A espera del desarrollo de la vacuna para estreptococo del grupo B, la aplicacién rutinaria e
universal de la deteccion de colonizacion materna es la mejor alternativa para prevenir la
infeccion neonatal de inicio temprano por este agente; lo que permitiria ademas obtener las
cepas del Streptococcus agalactiae para realizar pruebas de serotipificacion y de esta manera
determinar cuales son las cepas que se encuentran en nuestro medio y saber si las vacunas que

estan en desarrollo podrian ser aplicadas a nuestra poblacion de forma efectiva.
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ANEXOS



Anexo 1: Hoja de Informacion

“Validacion del cultivo de Sreptococcus agalactiae en medio cromogénico para la

deteccion de colonizacidn vagino-rectal en mujeres embarazadas”

El presente estudio tiene por objeto validar un método de diagndstico para detectar
colonizacion vagino-ractal por Streptococcus agalactiae en embarazadas.

Esta bacteria puede ser transmitida al bebe en el momento del parto lo que puede conducir a la
infeccion del recién nacido.

Si usted acepta participar en el estudio debe saber que requerimos de usted lo siguiente:

-Una firma del consentimiento informado que indica que usted me autoriza a tomarle las
muestras para que formen parte del estudio.

-Que me indique su nombre, edad, semana de gestacion y si tiene alergia a la penicilina.

-Una muestra de hisopado vaginal y una muestra de hisopado rectal que se tomara en el
Hospital de la Mujer, para ello usted debera sacarse la ropa de la cintura para abajo y echarse
en una camilla en posicion ginecoldgica. Una vez tomada las muestras habra concluido su

participacién en el estudio.

Beneficios y riesgos: La participacion en el presente estudio tiene caracter voluntario, no se
cobrara los examenes de laboratorio realizados en el estudio y el resultado de su cultivo sera
entregado a su médico con lo que se determinara si usted estd colonizada o no por

Streptococcus agalactiae.



Al finalizar el estudio se pretende contar con un mejor método de cultivo para la deteccion de
colonizacion vagino-rectal por Streptococcus agalactiae.

La toma de muestra puede ser incomoda para usted pero no lleva mayor riesgo.

Confidencialidad: En el estudio se manejard toda la informacion y los resultados de los
cultivos en forma confidencial, se manejaran en forma de datos y en ningun caso utilizaremos

su nombre en la divulgacién de los resultados del estudio.



Anexo 2: Consentimiento informado

manifiesto que he sido informado sobre el objetivo del estudio: “Validacion del cultivo de
Streptococcus agalactiae en medio cromogénico para la deteccion de colonizacion vagino-
rectal en mujeres embarazadas” llevado a cabo en el laboratorio del Instituto SELADIS. He
sido informado sobre los beneficios y riesgos de mi participacion en el mismo, asi mismo que
los resultados de mis cultivos seran entregados a mi médico y que todos mis datos seran
manejados de forma confidencial.

Se me ha informado que mi participacion es voluntaria y que esta durara solo el momento en
que me tomen la muestra.

Por lo tanto doy mi consentimiento a participar en el estudio.

Alergia a penicilina: Si
No

No sabe



Anexo 3: Cdédigo interno del laboratorio para identificar las muestras.

1A 2/B 3/C 4/D 5/E 6/F 71G 8/H 9 104

11/K 12/L 13/M 14/N 15/0 16/P 17/Q 18/R 19/S 20/T

21/U 22IV 23/W | 24/X 251Y 26/Z 27/IA1 28/B1 | 29/C1 | 30/D1
31/E1 32/F1 33/G1 | 34/H1 | 35/11 36/J1 37/K1 38/L1 | 39/M1 | 40/N1
41/01 42/P1 | 43/Q1 | 44/R1 | 45/S1 46/T1 | 47/U1 48/V1 | 49/W1 | 50/X1
51/Y1 52/21 | 53/A2 | 54/B2 |55/C2 |56/D2 |57/E2 58/F2 59/G2 | 60/H2
61/12 62132 63/K2 | 64/L2 | 65/M2 | 66/N2 | 67/02 68/P2 69/Q2 | 70/R2
71/S2 72[T2 | 73/U2 | 74/V2 | 75/W2 | 76/X2 | 77/Y2 78/22 | 79/A3 | 80/B3
81/C3 82/D3 | 83/E3 | 84/F3 | 85/G3 | 86/H3 |83 88/13 89/K3 | 90/L3




Anexo 4: Procedimiento de las pruebas utilizadas para la identificacion de Streptococcus

agalactiae.

» Catalasa
Con el asa bacterioldgica transferir parte de la colonia en estudio a un portaobjetos de vidrio,

agregarle una gota de peroxido de hidrégeno al 3% y observar la formacion de burbujas.

Control positivo: Staphylococcus aureus

Control negativo: Streptococcus agalactiae

La aparicion rapida y sostenida de burbujas constituye una reaccion positiva. Se debe tener
cuidado de no tomar eritrocitos junto con la colonia cuando esta ha crecido en una placa de

agar sangre ya que los eritrocitos tienen catalasa.

» Tincion gram
Preparar un frotis de la colonia en estudio, dejarlo secar al aire y fijar con calor pasando
rapidamente el portaobjetos cuatro o cinco veces por la llama del mechero. Colocar el
portaobjetos en un soporte de tincion y cubrir el frotis con cristal violeta durante 1 minuto,
lavar con agua corriente, cubrir con lugol durante 45 segundos, lavar con agua corriente,
cubrir con alcohol-acetona unos 10 segundos y lavar, por ultimo cubrir con fucsina basica por

1 minuto y lavar. Dejar secar. Observar con aceite de inmersion con el objetivo de 100x.



Control Gram positivo: Staphylococcus aureus

Control Gram negativo: Escherichia coli

Las bacterias gram positivas se tifien violeta y las gram negativas aparecen color rosa.

» Sensibilidad a Bacitracina y sulfametoxasol/trimetoprin
Tomar 3 0 4 colonias del estreptococo beta hemolitico y sembrar el in6culo en el centro de
una placa de agar sangre; con un hisopo estéril diseminar el indculo formando una capa sobre
la placa. Colocar en forma aséptica un disco de Bacitracina de 0,04 Ul y un disco de SXT
sobre la zona sembrada, asegurarse de que los discos estén igualmente separados. Incubar la

placa en aire ambiente a 35 °C.

Control de calidad:
Bacitracina S, SXT R: estreptococo del grupo A

Bacitracina R, SXT R: estreptococo del grupo B

Se considera sensible cualquier tamafio de halo alrededor de cualquiera de los discos y

resistente desarrollo hasta el borde del disco.

» Test de CAMP
En el centro de una placa de agar sangre de carnero hacer una estria en linea recta con S.

aureus 25923. Teniendo cuidado de no tocar la estria del estafilococo, hacer una estria con los



estreptococos por identificar, en forma perpendicular a la estria del estafilococo. Realizar estas
estrias de tal manera que, después de la incubacidn, el desarrollo de los microorganismos no
se junten. La estria del estreptococo debe ser de 3 a 4 cm de longitud. En la misma placa
deben sembrarse en forma similar controles positivos y negativos. Incubar la placa a 35°C en

aire atmosférico durante 18 a 24 horas.

Control positivo: estreptococo del grupo B

Control negativo: estreptococo del grupo A

Se considera CAMP positivo cuando se observa un éarea en forma de punta de flecha de mayor

hemdlisis en el lugar donde las dos lineas de crecimiento estdn mas proximas.

» Bilis Esculina
Con un ansa tomar 2 o 3 colonias morfolégicamente similares de estreptococos, sembrar el

medio con un movimiento de “S” e incubar a 35°C durante 24 horas.

Control positivo: especies de Enterococcus.
Control negativo: especies de estreptococos (en este estudio se empled estreptococo del grupo

B)

El ennegrecimiento de mas de la mitad del medio dentro de las 24 horas indica hidrdlisis de la

esculina.



Anexo 5: Prueba de sensibilidad para Streptococcus agalactiae.

A partir de un crecimiento de 18 a 24 horas del microorganismo, preparar una suspension en

solucidn fisiologica hasta igualar el estdndar de turbidez 0,5 de Mac Farland.

Sumergir un hisopo de algodon estéril en la suspension y descargar el exceso de liquido
presionando con firmeza el hisopo en la pared del tubo por encima del nivel del liquido y con

este hisopo inocular toda la superficie de una placa de agar sangre de carnero.

Con una pinza estéril depositar un disco de clindamicina de 2 ug y un disco de eritromicina de

15 ug en la placa a 12 mm de distancia de centro a centro. Incubar a 35 °C durante 20 a 24

horas, en 5% de COs».

Medir el diametro de la zona de inhibicion.

Interpretacion: Eritromicina: S mayor o igual a 21 mm, R menor o igual a 15mm.

Clindamicina: S mayor o igual a 19 mm, R menor o igual a 15mm.
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Interpretacion del test de deteccion de resistencia inducible a la clindamicina (D test):
achatamiento en la zona de inhibicién en el disco de clindamicina, adyacente al disco de

eritromicina, indica resistencia inducible a la clindamicina: reportar clindamicina resistente.



