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Resumen

El Streptococcus agalactiae es una causa importante de sepsis neonatal. En Nicaragua,
se desconoce, los serotipos circulantes de esta bacteria. El objetivo de este estudio es
determinar la prevalencia de colonizacion recto-vaginal de serotipos antibiotico-
resistentes de Streptococcus agalactiae del grupo B en mujeres embarazadas con >35
semanas de gestacion. Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal entre los
meses de agosto del 2019 a marzo 2020, donde fueron captadas 111 embarazadas del
centro de salud Mantica Berio. La prevalencia global de colonizacion fue del 21.6%
(24/111). Se obtuvieron 32 aislados de las 24 mujeres colonizadas, donde el 53%
provenian de la vagina y 47% del recto. La principal caracteristica de las mujeres
colonizadas fue una edad <28 afios 32.8% (19/58). Se identificaron 5 serotipos que son
los siguientes: 1l y Il con un 25%, seguido del la con un 21.9%, luego Ib con 15.6% y
finalmente el serotipo V con un 12.5%. También, se logré determinar el patrén de
resistencia de los aislados de Streptococcus agalactiae del grupo B donde: el 34% fueron
resistentes a Eritromicina, 28% a Penicilina, 19% a Clindamicina y 9% a Vancomicina.
Siendo los aislados pertenecientes a los serotipos I, 11l y V, los que presentaron patrones
de resistencias variables entre un 16%-66% a todos los antimicrobianos ensayados. Este
estudio demuestra la importancia de conocer la prevalencia, serotipos circulantes de GBS
y su patrén de resistencia, informacion clave para futuras iniciativas de prevenciéon de

materna como las vacunas.

Palabras claves: Streptococcus agalactiae, enfermedad neonatal, serotipos, vacuna,

resistencia.



ABREVIATURAS.

GBS: Streptococcus del grupo B

ACOG: American College of Obstetricians and Gynecologists

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

PCR: Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa).
RT-gPCR: Quantitative reverse transcription

MINSA: Ministerio de Salud.

OMS: Organizaciéon mundial de la salud.

CPS: Capsular polysaccharide



I. Introduccion

Streptococcus agalactiae coloniza habitualmente las vias genitourinarias vy
gastrointestinales del humano sin afectar su vida diaria. La colonizacion en mujeres
embarazadas es importante desde el punto de vista clinico, dadas sus posibles

implicaciones para el binomio madre-hijo. @

Generalmente, la colonizacion materna es asintomatica y muestra prevalencias variables,
entre el 5y el 30 %, a nivel mundial. Las mujeres gestantes colonizadas pueden transmitir
esta bacteria a sus hijos, lo cual favorece el desarrollo de infeccion neonatal temprana en

1 a 2 % de los neonatos. @

La colonizacién durante el nacimiento es mas probable cuando la madre es altamente

colonizada (cuando la mujer se encuentra colonizada en vagina y también en recto).

La tasa de mortalidad ha disminuido a menos del 5% debido al diagndstico precoz y a la
implementacion de las medidas de prevencion por parte del American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) y los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC); sin embargo, una proporciéon comprendida entre el 15% y el 30% de
los nifios que sobreviven a la meningitis presentan secuelas neurolégicas, como ceguera,

sordera y retraso mental grave. @

En el afio 2017 se realizdé un metaanalisis de la prevalencia materna de colonizacion por
GBS a nivel mundial se incluy6 390 articulos, 85 paises y un total de 299924 mujeres

embarazadas donde los resultados arrojaron que:

La colonizacién materna por GBS en todo el mundo fue del (15%). La prevalencia fue
mas alta en el Caribe (34%) y mas baja en Melanesia (2%); sin embargo, esto incluia

datos de solo 1 estudio.

En Europa, América del Norte y Australia habia prevalencia similar (15% -21%), en el sur
de Africa (25%), y Africa Occidental (14%), Centro América (10%) y Sur, Sudeste, y Asia
oriental (9% -12%). ©)



En el afio 2019 se realizé un estudio para estimar la prevalencia combinada de la
colonizacion rectovaginal por S. agalactiae entre mujeres embarazadas de 35 a 40

semanas de gestacion en Nicaragua se observo una prevalencia del 14%. ¢

En nuestro pais no se efectia un diagndstico de rutina para la determinaciéon de S.
agalactiae debido a su costo elevado. Con el presente estudio se quiere determinar la
prevalencia de colonizacién rectovaginal de serotipos antibidtico-resistentes de
S.agalactiae del grupo B en mujeres embarazadas de 35 a 40 semanas para resaltar la
importancia de este estudio, ya que la colonizacibn por S.agalactiae en gestantes
aumenta la morbimortalidad perinatal; de tal manera que la determinacién de la
colonizacion por esta bacteria en gestantes a término proporciona informacion util para

el manejo, tanto de la madre como del recién nacido.



[1l.  Antecedentes

Antes de la introduccion de las sulfonamidas y la penicilina en la década de 1940, los
cocos grampositivos, en particular del género de Streptococcus, eran responsables de la
mayoria de los casos de sepsis neonatal. A principios de la década de 1970, se observa

un aumento de infecciones neonatales graves causadas por estreptococos del grupo B.
®)

Solorzano-Santos F et al., en 1981 en un estudio realizado en embarazadas mexicanas,
se encontré una prevalencia de colonizacion por S. agalactiae del 1.5%. ® No obstante,
estudios posteriores efectuados a principios de la década de 1990 encontraron que
10.3% de las embarazadas mexicanas estaban colonizadas con EGB, con una tasa de

infeccidn neonatal del x 1500 recién nacidos vivos: (/-8

Uh Y et al., en 1997 realizaron un estudio disefiado para proporcionar datos sobre las
tasas de portador materno de GBS en mujeres coreanas, se cultivaron muestras de
hisopos vaginales, anorrectales y uretrales de 459 mujeres embarazadas. La tasa de
colonizacion por GBS en mujeres embarazadas y en sus bebés fue del 5,9% (27/459) y
0,7% (2/288), respectivamente. Las tasas de resistencia de GBS aislado de mujeres
embarazadas fueron 13,3% a clindamicina, 5% a eritromicina y 98,3% a tetraciclina. La
mayoria de los aislados de GBS de mujeres embarazadas pertenecian a los serotipos 1b
(48,3%), la (24,1%) y Il (20,7%). ©

Tamariz O. Jesus. en Peru entre los meses de abril a octubre del 2002, se estudiaron 238
gestantes con 26 semanas 0 mas de gestacion que acudieron al consultorio externo del
servicio de Obstetricia de los Hospitales Nacionales Arzobispo Loayza y Cayetano
Heredia, mediante hisopado se obtuvieron muestras de secrecion vaginal y anorrectal,
logrando aislar S. agalactiae en 26 pacientes (10.9%). No se encontré asociacion con
tiempo de gestacion, edad materna ni nimero de partos. De las 26 gestantes colonizadas

por S. agalactiae, (36.4%) manifestaron haber presentado abortos previos. 10



Nadja vielot et al, en nicaragua en el afio 2019 realizaron un metaandlisis de la
prevalencia de colonizacion recto-vaginal por GBS de 11 estudios que fue de 0,14 (IC del
95%: 0,09, 0,21). Se identificd heterogeneidad en el tamafio del efecto entre los sitios de
estudio costeros (0,12 [IC del 95%: 0,07, 0,19]) y centrales (0,23 [IC del 95%: 0,18, 0,28]),
y entre colonizacién rural (0,06 [IC del 95%: 0,02, 0,10 ]) y urbana (0,28 [IC 95%: 0,19,
0,37]) de mujeres embarazadas. La sensibilidad del GBS a la penicilina, el antibiotico de
primera linea para la profilaxis intraparto fue de 0,89 (IC del 95%: 0,71 a 1,00), segun
siete estudios. La mayoria de los aislados de GBS fueron sensibles a los antibiéticos
recomendados. Aunque este panorama pudiese haber cambiado puesto que la
resistencia antimicrobiana es variable no solo en tiempo sino en lugar por la facilidad de
las bacterias de adquirir nuevas caracteristicas de resistencia, lo cual hace prioritario el
desarrollo de vacunas para combatir las infecciones por GBS, y por ende es imperativo

conocer que serotipos son los que circulan en paises como el nuestro. ¥



IV. Planteamiento del problema

Aproximadamente el 60% de los nifios que nacen de madres colonizadas por GBS son
colonizados. La probabilidad de colonizacion durante el nacimiento es mas elevada
cuando la madre presenta alta colonizacion (colonizacion en recto y vagina). Otros
factores de riesgo de colonizacion neonatal son el parto prematuro, la rotura prematura

de membranas y la fiebre intraparto. 1)

En el afio 2019 se realizé un metaanalisis para estimar la prevalencia combinada de la
colonizacion rectovaginal por GBS en mujeres embarazadas entre 35 a 40 semanas de
gestacion en Nicaragua, reportando una prevalencia del 14%. Sin embargo, es la fecha
y se desconocen ¢ Cuantos neonatos se ven afectados por GBS?, ¢Cudles son los
serotipos asociados a enfermedad neonatal?, ¢ Cual es el perfil de resistencia de estos
serotipos y su impacto en la eficacia del tratamiento profilactico intraparto?, todo lo cual
es clave para el desarrollo de estrategias de prevencion de mayor eficacia e impacto i.e.,
la formulacion y aplicacion de vacunas basadas en evidencias locales. Por lo cual, en el

presente estudio nos planteamos la siguiente pregunta:

¢, Cual es la prevalencia de colonizacién rectovaginal de serotipos antibioético-
resistentes de Streptococcus agalactiae del grupo B en mujeres embarazadas con

>35 semanas del Sector de Salud Mantica Berio?



V. Justificacion

La colonizacion por Streptococcus agalactiae tiene un efecto en el cuido de la salud
materno-infantil sumamente importante, puesto que este patdégeno puede ser dafiino en

la mujer gestante, en el desarrollo del feto y por consecuente en el neonato.

La bacteriuria por GBS se le ha relacionado con ruptura prematura de membranas, fiebre
intraparto y parto pretérmino, ademas de las implicaciones para el neonato. Clinicamente
la infeccion se manifiesta entre las primeras horas y los siete dias de vida, como sepsis,
neumonia o meningitis con una mortalidad actual, con cuidados neonatales 6ptimos, del
5%; sin embargo, casi la mitad de los recién nacidos que sobreviven a la infeccion

presentan secuelas neurolégicas. 12

El Ministerio de Salud de Nicaragua (MINSA) en el afio 2007 incluy6 en la hoja de control
prenatal por primera vez la busqueda de S. agalactiae en mujeres embarazadas en la
semana 35 a la 37. Sin embargo, por diversas razones no contamos con informacion
actualizada sobre la prevalencia de colonizacion materna. Aunque, un metaanalisis
publicado en el 2019 refiere una prevalencia de colonizacion rectovaginal de 14%. Sin
embargo, los pocos esfuerzos realizados como los antes mencionados se han limitado al
aislamiento, cultivo e identificacion de GBS en mujeres embarazadas por métodos
microbioldgicos clasicos y aglutinacion en Latex, limitando el alcance y generacion de
conocimiento u evidencia clave como la identificacion de serotipos circulantes. Asi, el
presente estudio contribuira con la identificacion de serotipos de GBS por ensayos
moleculares como RT-gPCR, generando informacion clave que pueda servir para futuras
tomas de decisiones ante una posible iniciativa de prevencion de inmunizacion materna.
Lo cual tendria un impacto directo en los indicadores de salud materno-infantil del pais,

pero sobre todo contribuiria a una reduccion de la morbi-mortalidad materno-infantil.



VI. Objetivos

VI.1. Objetivo general

= Determinar la prevalencia de colonizacién recto-vaginal de serotipos antibiético-
resistentes de Streptococcus agalactiae del grupo B en mujeres embarazadas con

>35 semanas del Sector de Salud Mantica Berio.

VI1.2. Objetivo especifico

= Describir las caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion de estudio.

= Determinar la prevalencia de colonizacion materna por S. agalactiae en mujeres
embarazadas con >35 semanas del Sector de Salud Mantica Berio.

= Caracterizar molecularmente los aislados de S. agalactiae.

= Determinar el patron de resistencia de acuerdo con los serotipos circulantes de S.

agalactiae.



VII. Marco teérico

VII.1. Generalidades de los Streptococcus spp.

El género Streptococcus es un grupo formado por diversos cocos grampositivos que
normalmente se disponen en parejas o en cadenas. La mayoria de las especies son
anaerobios facultativos, y algunos crecen Unicamente en una atmaosfera enriquecida con

diéxido de carbono. (crecimiento capnofilico) 3

La diferencia de especies de este género es complicada, debido a que se utilizan los tres
sistemas diferentes enumerados a continuacion: Propiedades serolégicas (grupos de
Lancefield A-W), Patrones hemoliticos (hemolisis completa o beta, hemdlisis incompleta

o alfa y ausencia de hemdlisis 0 gamma y) y Las propiedades bioquimicas (fisiologicas)
13)

Sus exigencias nutricionales son complejas, y su aislamiento requiere el uso de medios
enriguecidos con sangre o suero. Son capaces de fermentar hidratos de carbono,

proceso que produce &cido lactico, y son catalasa-negativos. 13

S. agalactiae es la Unica especie portadora del antigeno del grupo B. Este
microorganismo se describi6 inicialmente en un caso de septicemia puerperal. Aunque
se trata de una entidad poco frecuente hoy en dia, S. agalactiae se conoce en mayor
medida por suponer una destacada causa de septicemia, neumonia y meningitis en los

recién nacidos y por provocar enfermedad grave en los adultos. (*3)

Con sus trabajos pioneros, Rebecca Lancefield, en 1930, establecié el sistema de
agrupacion de Lancefield para los S. agalactiae. Los antigenos detectados por el sistema
de agrupacion de Lancefield son polisacaridos de pared celular (estreptococos A, B, C, F

y G) o son &cidos lipoteicoicos de pared celular. (estreptococos grupo D y Enterococos)
(14)

La mayoria de los estreptococos de los grupos A, B y C poseen capsula, compuesta de

acido hialurdnico, lo cual impide la fagocitosis. La pared celular del Streptococcus



contiene antigenos proteicos de superficie (proteinas M, T, R, OF), carbohidratos (C) y

acido hialurénico. 19

La proteina M es un importante factor de virulencia, esta relacionada a la inhibicion de
fagocitos, siendo encontrada casi exclusivamente en S. pyogenes. Las proteinas Ty R
no estan relacionadas a virulencia, pero son utiles como marcadores bioldgicos. El
anticuerpo contra la proteina M es el Unico capaz de opsonizar al S. pyogenes, una vez
adquirido este anticuerpo protege al hospedero contra las infecciones; sin embargo,
existen mas de 100 serotipos diferentes de proteina M, por lo que los individuos se
vuelven inmunes a determinados serotipos, pero frecuentemente aparecen nuevas

cepas. (16)

VII.2. Perspectiva histérica

El estudio de los Streptococcus en el laboratorio fue posibilitado por la introduccién de
medios de cultivo sélidos hacia fines del siglo XIX. A principios del siglo XX, Hugo
Schottmuller demostré las reacciones hemoliticas producidas por los estreptococos en

agar sangre. 17

Algunos afios mas tarde J. H. Brown, trabajando en el Instituto Rockfeller, fue el primero
en describir las diferentes reacciones hemoliticas alfa, beta y gamma de los
estreptococos. (17

Antes que Fry, Lanfecield y Hare habian identificado a estos microorganismos en cultivos

vaginales de mujeres asintomaticas posparto. 18

Aunque se informaron de casos esporadicos durante las proximas tres décadas, estos
microorganismos permanecieron desconocidos hasta finales de 1960, cuando se
reconocio en los Estados Unidos y Europa y fue asociado frecuentemente con infecciones

en la madre y recién nacido. @9

En la década de 1970, S. agalactiae se habia convertido en el patégeno predominante
causante de sepsis y meningitis en neonatos y lactantes menores de 3 meses. Se ha
estimado que la incidencia de infecciones por S. agalactiae durante los primeros siete

dias de vida es de 1.1 a 3.7 casos por 1000 recién nacidos en Estados Unidos. ?©



La severidad y magnitud de infecciones atribuidas a este microorganismo han estimulado
un intenso esfuerzo de investigaciones en los ultimos afios, con la esperanza de
comprender mejor la patogénesis y epidemiologia de estas infecciones lo que podria

producir desarrollo de métodos para su efectivo control y prevencion. @7

Con la instauracion de medidas profilacticas, en los ultimos 20 afios, se reportan tasas
de 0.2 a 5.4 por 1000 nacimientos, estas infecciones no solo se manifestaron en neonatos
sino también fueron acompafadas por un nimero creciente en mujeres embarazadas y

no embarazadas. (29

VII.3. Clasificacion y tipificacion

Los aislamientos de S. agalactie se clasifican en diez serotipos segun las caracteristicas

antigénicas Unicas de su polisacarido capsular (la, Ib, II, I, IV, V, VI, VII, VIl y IX. @b

Lancefield definié dos antigenos constituidos por carbohidratos de la pared celular, la
sustancia especifica del grupo B o sustancia C, comun a todas las cepas de este
serogrupo, Yy la sustancia especifica de tipo o sustancia S, que permitio la clasificacion de

los serotipos. (16)

A principios de la década de 1970, Lancefield publico ciertas diferencias en las cepas del
serotipo |, designados la, Ib y Ic. Estas cepas poseen un antigeno polisacarido capsular,
la o Ib; ademas de que algunos la, y todas las cepas Ib, poseen también un antigeno
proteico de superficie, llamado en la actualidad proteina C, que se encuentra en

aproximadamente el 60% de las cepas de tipo Il y raramente en los tipos Il y IV. (16)

Estudios realizados en un hospital de Corea del Sur reportaron 64 aislamientos de S.
agalactiae de 459 mujeres embarazadas, los serotipos aislados fueron Ib (48.3%), la
(24.1%) y 111 (20.7%). ©

En 1990 se encontré que tres nuevos serotipos capsulares 1V, V y VI, estaban asociados

con enfermedades humanas y caracterizados inmunoquimica y estructuralmente. ?)
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VII.4. Fisiologia y estructura

Son cocos grampositivos en cadenas largas, anaerobio facultativo, hemolitico o no
hemolitico, catalasa-negativos; reacciones positivas de CAMP e hidrdlisis de hipurato.
(importantes pruebas de identificacion) (14

Son clasificados en funcion del hidrato de carbono especifico de grupo (antigeno B) en

la pared celular, especifico de tipo en la capsula y proteina de superficie (proteina C) 4

Los Streptococcus agalactiae forman cadenas cortas en las muestras clinicas y cadenas

mas largas en cultivo. 14

Crecen bien en los medios enriquecidos con nutrientes tienen un aspecto mantecoso y
una estrecha zona de B-hemodlisis. Algunas cepas (1%-2%) no son hemoliticas, aunque
su prevalencia puede haberse subestimado, puesto que las cepas no hemoliticas
generalmente no se estudian con relacién a la presencia del antigeno del grupo B. @4

Las cepas de Stagalactiae se pueden subdividir en funcion de la presencia de tres
marcadores seroldgicos: El antigeno B o el antigeno polisacaridico de la pared celular
especifico de grupo (compuesto de ramosa, N-acetilglucosamina y galactosa), los
polisacéaridos de la capsula especificos de tipo (la, la/c, Ib/c, Il, lie, Il a VIII), la proteina

de superficie conocida como proteina C. 14

Los polisacaridos especificos de tipo son importantes marcadores epidemioldgicos,
siendo los serotipos la, Il y V los que se asocian con mayor frecuencia a la colonizacién

y la aparicién de enfermedad. 4

El conocimiento de los serotipos especificos que se asocian a la enfermedad y de los
cambios de los patrones de prevalencia de dichos serotipos también resulta importante

para el desarrollo de vacunas. 4
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VII.5. Patogenia e inmunidad

Los anticuerpos que se desarrollan frente a los antigenos capsulares especificos de GBS
son protectores, un hecho que explica en parte la predileccién de este microorganismo

por los neonatos. 14

En ausencia de anticuerpos maternos, el neonato tiene riesgo de contraer la infeccién.
Ademas, la colonizacion genital por GBS se relaciona con mayor riesgo de parto y nifios

prematuros estan en situacion de mayor riesgo de padecer la enfermedad. 4

La eliminacion de GBS requiere la participacion de las rutas funcionales clasica y

alternativa del complemento, sobre todo la, lll'y V. %

Como consecuencia, los niflos prematuros colonizados, con valores de complemento
fisiologicamente bajos o aquellos cuyos receptores para el complemento o el fragmento
de los anticuerpos IgG no estan expuestos en los neutrofilos tienen una mayor

probabilidad de diseminacion sistémica del microorganismo. 14

Por otra parte, se ha observado que los polisacéridos capsulares especificos de tipo de
los estreptococos la, Ib y Il poseen un residuo terminal de acido sialico. El acido sialico
puede inhibir la activacion de la ruta alternativa de complemento, interfiriendo asi en la

fagocitosis de estas cepas de GBS. 4

El Streptococcus agalactiae producen varias enzimas, como las ADNasas, hialuronidasa,
neuraminidasa, proteasas, hipurasa y hemolisinas. Aunque estas enzimas son utiles en
la identificacion del microorganismo, se desconoce cual es su funcion en la patogenia de

la infeccién. 4

La capa gruesa de peptidoglucanos de la pared celular permite la supervivencia en
superficies secas. Los polisacaridos capsulares (tipos la, Il y V) inhiben la fagocitosis
mediada por el complemento. Las enzimas hidroliticas pueden facilitar la destrucciéon

tisular y la diseminacion sistémica de las bacterias. 4
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VII.6. Epidemiologia

Colonizan de forma asintomatica el tracto respiratorio superior y el tracto genitourinario.
La mayor parte de las infecciones de los recién nacidos se adquieren de la madre durante
la gestacion o en el momento del parto. 4

El Streptococcus agalactiae colonizan el aparato digestivo inferior y el aparato
genitourinario. Entre un 10% y un 30% de las embarazadas presenta un estado transitorio
de portadora vaginal, aunque la incidencia depende del momento de la gestacion en el

gue se toma la muestra y las técnicas de cultivo utilizadas. 4

Los neonatos tienen mayor riesgo de infeccion si: Hay rotura prematura de membranas,
parto prolongado, prematuridad o enfermedad materna diseminada por GBS, La madre
no tiene anticuerpos especificos de tipo y tiene valores bajos de complemento. Las

mujeres con colonizacidn genital estan en riesgo de desarrollar una sepsis posparto. 4

Aproximadamente el 60% de los nifios que nacen de madres colonizadas son
colonizados por los microorganismos de aquellas. La probabilidad de colonizacién

durante el nacimiento es mas elevada cuando la madre presenta colonizacion intensa.
(14)

Los serotipos que se asocian con mayor frecuencia a la enfermedad neonatal son los
serotipos la (35%-40%), Il (30%) y V (15%). La colonizacién del neonato, con el posterior
desarrollo de la enfermedad, puede darse en el interior, en el momento del nacimiento o
alo largo de los primeros meses de vida. S. agalactiae representa la causa mas frecuente

de septicemia y meningitis en el recién nacido. 14

La administracion de profilaxis antibidtica intraparto ha ocasionado una espectacular

reduccion de la enfermedad neonatal. 4

VII.7. Tipo de infecciones

Las bacterias llamadas GBS viven comunmente en los tractos gastrointestinal y genital
de las personas. El tracto gastrointestinal es la parte del cuerpo que digiere los alimentos
e incluye el estbmago y los intestinos. El tracto genital es la parte del cuerpo involucrada
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en la reproduccion e incluye la vagina en las mujeres. La mayoria de las veces, las
bacterias no son dafiinas y no hacen que las personas se sientan enfermas ni presenten

ningln sintoma. 2
La bacteria GBS puede causar muchos tipos de infecciones:

Bacteriemia (infeccion del torrente sanguineo) y sepsis (la respuesta extrema del cuerpo

a una infeccion)

Infecciones de huesos y articulaciones

Meningitis (infeccion del tejido que recubre el cerebro y la médula espinal)
Neumonia (infeccién pulmonar)

Infecciones de piel y tejidos blandos

El GBS causa mas comunmente bacteriemia, sepsis, neumonia y meningitis en los recién

nacidos. Es muy poco comun que el GBS cause meningitis en adultos. 22

VII.8. Infeccidn durante el embarazo

Raramente amenaza la vida de la gestante. El Streptococcus puede causar infeccion de
vias urinarias, corioamnionitis, endometritis puerperal, pielonefritis, sepsis y muy
raramente meningitis. La infecciébn amniética podria llevar a abortos espontaneos, recién

nacidos muertos, abortos sépticos que pueden complicarse con endocarditis. ?3-24

VII.9. Enfermedad neonatal

Los recién nacidos pueden ser colonizados de diferentes formas la primera es la
transmision vertical de la madre a través de su pasaje por el canal del parto y por
circunstancias favorecedoras como la rotura prolongada de membrana, la cual produce

sobre todo las infecciones precoces que se desarrollan en la primera semana de vida. %

La segunda es por contacto directo o inhalacion cuando el nifio pasa a través del canal
del parto colonizado; la tercera es rara se da por transmision hematdgena. La cuarta es
transmision horizontal cuando el nifio adquiere la infeccién por contacto directo como el

GBS que coloniza a la madre o al personal de enfermeria y cuando no se toman las
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medidas basicas de higiene como el lavado de manos la cual explica la colonizacion

tardia. 2

En el neonato la enfermedad aparece como infeccion localizada o sistémica que va desde
el nacimiento hasta el tercer mes de vida. Y se clasifica en dos formas clinicas y
epidemioldgicamente diferentes: sepsis temprana y sepsis tardia. La incidencia es mas

elevada después de un parto prolongado o complicado. @

La enfermedad temprana se adquiere antes o durante el momento del parto. Las
manifestaciones clinicas son similares para todos los tipos de presentacion las, mas
frecuentes son los signos respiratorios como, taquipnea, quejido, apnea y cianosis, los
cuales se presentan en cerca del 80% de los casos. Letargia, tono muscular disminuido,
bradicardia e hipotension son otros signos y sintomas encontrados en estos pacientes.

La tasa de letalidad es de 5-20% (26-27)

La enfermedad tardia Sucede entre siete dias y tres meses de edad postnatal, con un
promedio de 27 dias. Es poco comun su relacion con antecedentes obstétricos, como el
parto pretérmino El serotipo Ill predomina en el 95% de los casos y la presentacion mas
frecuente es la bacteriemia y sin foco y la meningitis. La mayoria de los neonatos
afectados cursan con fiebre, irritabilidad, y signos y sintomas no especificos La tasa de
letalidad ocurre entre 0 y 6% de los casos publicados. El atague tardio raramente ocurre

después del tratamiento por alguna enfermedad de ataque temprano. 6
VII.10. Factores de riesgo

El papel de los factores demogréficos y socioeconémicos han sido poco evaluado, no
obstante, la existencia de estudios que evidencian que factores como la edad y el grupo
étnico pueden jugar un papel importante en la infeccion por S. agalactiae. Aun cuando en
esos estudios no se explican los mecanismos por los cuales esos factores podrian
incrementar la tasa de colonizacién por GBS si sugieren que ésta podria estar vinculada
a condiciones de pobreza y alta marginacion, lo que, a su vez, se podria constituir en un

elemento importante para identificar grupos de alto riesgo entre la poblacion general (?®)

Se ha observado mayor tasa de colonizacion en las mujeres menores de 20 afios, aunque

otros estudios reportan que las mujeres mayores son las que tienen mayor probabilidad
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de ser colonizadas por esta bacteria y esto se lo atribuyen a que las mujeres de mayor
edad corresponden a una mayor cohorte de mujeres menos educadas, que utilizan en
menor medida los servicios de salud y tienen mayor fecundidad respecto a las mujeres

mas jovenes. 28

La infeccion vaginal y prematura experiencia sexual aumentan el riesgo de ser portador.
También lo aumentan el incremento de la actividad sexual, basado en la frecuencia de
relaciones, tipo de practica sexual, mdultiples compaferos sexuales, como ya fue
mencionado, asociado con la presencia de enfermedad de transmision sexual. La
asociacién entre colonizacién por Streptococcus y el uso de anticonceptivos orales no ha

sido confirmada. ?®

EL S. agalactiae es responsable del 5-29% de los casos de infeccion del tracto urinario,
la presentacion mas frecuente de dicha infeccion es la cistitis, excepcionalmente

pielonefritis. También puede manifestarse como bacteriuria asintomatica. %

La bacteriuria asintomatica se asocia con mayor riesgo de parto pretérmino, rotura
prematura de membranas y recién nacidos de bajo peso; ademas, los cambios
fisiologicos que ocurren durante la gestacion favorecen a partir de la infeccion

asintomatica, el desarrollo de pielonefritis. %

Dentro de los microorganismos responsables de bacteriuria durante el embarazo cabe
destacar que el S. agalactiae toma un papel muy importante en el desarrollo de esta. Se
ha sefialado que la infeccidén de vias urinarias por SGB durante el embarazo representa
un riesgo perinatal, ya que las mujeres que ellos estudiaron y cursaron con infeccion de
vias urinarias por S. agalactiae tuvieron un riesgo mayor de ruptura prematura de

membranas y parto pretérmino. G
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VII.11. Ruptura prematura de membranas

En lo que respecta a parto pretérmino y ruptura prematura de membranas la etiologia de
estas es plurifactorial, y se ha sefialado que la infeccién clinica o subclinica del tracto

genital puede determinar rotura prematura de membranas y prematuridad. 0

En diferentes estudios se ha sugerido una asociacion entre colonizacion del tracto genital
por S. agalactiae y la presentacion de rotura prematura de membranas y parto pretérmino,
probablemente en relacion con un mayor inoculo vaginal que favorece la infeccion
ascendente y que puede tener una especial significancia al aumentar el riesgo de

infeccion de estos recién nacidos. 9

VII.12. Gestaciones multiples y paridad

Algunos reportes han descrito que las mujeres multiparas tienden a ser, mas colonizadas

que las primiparas 2

Otros han demostrado lo opuesto. Un estudio demostré que las madres primiparas
jovenes tuvieron igual duracion de trabajo de parto y de ruptura prematura de membranas
gue mujeres multiparas, se concluyé que la paridad esta relacionada al riesgo de

enfermar por S. agalactiae, de manera independiente.

Un estudio encontr6 que mujeres multiparas han aumentado el riesgo de infeccion
intraamniotica en general, independiente del efecto de duracion de la ruptura de

membranas y de la duracién de la monitorizacion interna del trabajo de parto. (12

VII.13. Aborto espontaneo

El S. agalactiae es reconocido por causar muerte fetal intrauterina y el riesgo de que el
bebé nazca con enfermedad por GBS, es alto entre mujeres con historia previa de

enfermedad por GBS, complicandose en el puerperio.

En un estudio de casos y controles realizado en Kansas City encontraron que la mayoria
de multigestas quienes sus bebés habian tenido sepsis de inicio temprano, tenian una
historia de aborto espontaneo. Sin embargo, este estudio no pudo concluir asociacion
entre infeccion por S. agalactiae y abortos espontaneos. ¢4
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VII.14. In6culo

El in6culo genital claramente afecta el eslabén que transmite el S. agalactiae desde la
madre al bebé y permite que ocurra la enfermedad invasiva. Los investigadores saben
gue el riesgo de enfermar por S. agalactiae es mas alto en recién nacidos de mujeres

altamente colonizada.

Desde que la bacteria del S. agalactiae se introduce, puede multiplicarse en el liquido
amniético, el in6culo genital no necesariamente se relaciona de manera directa con el
feto, la infeccién intraamniotica clinicamente ha sido asociada con el aumento en la

concentracion de bacterias del liquido amniético.

Encontraron que en el 80.5% de muestras de liquido amniético de mujeres con infeccion
intraamnidtica clinica, la muestra contenia al menos 102 unidades formadoras de colonia
por milimetro cubico, dato encontrado Gnicamente en el 8,8% de aquellas que no tenian
infeccion intraamnidtica clinica. Igual es el riesgo de corioamnionitis y enfermedad

neonatal por S. agalactiae, al aumentar la duracion de ruptura de membranas. 9
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VIIl. Diagnéstico de laboratorio

AMERICAN
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Figure 1: Laboratory workflow for GBS testing in pregnant women.

Figura 1. Flujo de trabajo de laboratorio para pruebas de GBS en mujeres embarazada.
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VIIl.1. Cultivo

Los Streptococcus se desarrollan con facilidad en un medio de cultivo enriquecido,
produciendo grandes colonias después de 24 horas de incubacion. La (B-hemdlisis puede
ser dificil de detectar o no producirse, y constituye un problema para la deteccion del
microorganismo cuando hay otros microorganismos presentes en el cultivo. (p. €j., cultivo

vaginal) 14

Por este motivo, la deteccion del estado de portadora de Steptococcus en las mujeres
embarazadas exige la utilizacion de un caldo de cultivo selectivo al que se le afiaden
antibiéticos (como caldo LIM con colistina y acido nalidixico) con el objeto de inhibir el

crecimiento de otros microorganismos. 4

En medios solidos forma colonias de unos dos milimetros de didmetro, lisas y rodeadas
por un halo de B-hemdlisis, aunque existen algunas cepas no hemoliticas. Caracteristicas

de crecimiento: Obtiene energia principal de la utilizacion de azucares. 4

El crecimiento tiende a ser pobre en medios sélidos o liquidos, a menos que sean
enriguecidos con sangre y factores de crecimiento y la presencia de una atmosfera con

10% de CO2. La temperatura éptima de crecimiento es de 35°C — 37°C. (3%)

S. agalactiae crece en medios simples y medios suplementados con sangre y suero que
favorecen su crecimiento. El empleo de medios selectivo favorece la recuperacién del
estreptococo del grupo B, se emplean Gentamicina, Acido Nalidixico, Colistina o Cristal

violeta, como inhibidores. (36

El medio CNA Agar Sangre Columbia con 5% de sangre de carnero suplementado con

15 ugl Acido Nalidixico y 8ugl de Gentamicina, favorece un mejor crecimiento. (36)

En 2002, el centro de control de prevencion de enfermedades de Atlanta (CDC) actualizo

sus recomendaciones para la prevencion de la enfermedad perinatal por S. agalactiae.
(37

Al introducir el medio CHROmagar orientation en la rutina de urocultivos, observamos
que las colonias de S. agalactiae mostraban una morfologia tipica (colonias pequefas de

color azul muy claro) y que eran facilmente distinguibles en cultivos mixtos. ¢7)
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El medio granada que es muy usado en hospitales de otros paises para la deteccion e
identificacion de la bacteria. Este medio posee una sensibilidad analoga para detectar
GBS que la técnica de enriquecimiento selectivo, siendo mas rapido y simple. En el caso

de esta la morfologia de las colonias debe ser pigmentadas naranja o rojos.

Otro medio es el CHOROmagar strep B se utiliza para el aislamiento y diferenciacién de

S. agalactiae. 8
Este se puede comparar con CNA Blood agar y Granada y tiene un rendimiento medio.

Facil interpretacién: lectura mas sencilla gracias a una coloracion de colonia malva

intensa y sensible.

Alta sensibilidad: deteccion de GBS, incluidas cepas no hemoliticas, con sensibilidad

cercana al 100%

Elevada selectividad: diferenciacion del GBS de otras bacterias por inhibicion selectiva

0 por contra coloracion.
Réapido: resultados en 18 a 24 horas.

Sencillez: incubacion en condiciones aerobicas. La confirmacion por aglutinacion de

latex se puede realizar directamente de la colonia.

Las caracteristicas en este medio son colonias pequefias y malvas para S. agalactiae y

otros microorganismos son colonias pequefias y azul, incoloro o inhibido. 8

No obstante, la confirmacion de estos resultados preliminares precisa la realizacion de

estudios adicionales.

El medio de Todd-Hewitt suplementado con: colistina (10 ug/ml) + &cido nalidixico
(15ug/ml), es recomendado por el Center for Disease Control and Prevention (CDC) a
partir del afilo 1996 para el procesamiento de muestras genitales en mujeres
embarazadas cuando se investiga S. agalactiae. En este medio de enriqguecimiento
selectivo, se logra que la recuperacion de Streptococcus, presente en dichas muestras,
aumente hasta un 50 %, mientras que la flora acompafiante es inhibida por los

antimicrobianos. 39
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Este es un caldo que se emplea para la produccién de hemolisina estreptocdcica y el
cultivo de estreptococos para el tiraje serologico. Las peptonas (proveen la fuente de
nitrégeno, vitaminas y aminoacidos) y la glucosa son la fuente nutritiva, y estimulan el
crecimiento bacteriano. Debido a la fermentacion de glucosa se generan productos
acidos, que son neutralizados por fosfato de sodio y carbonato de sodio, evitdndose asi
la destruccion de las hemolisinas. El cloruro de sodio mantiene el balance osmdético del

medio. 39

Se ha descrito que el uso del medio de Todd-Hewitt facilita el encapsulamiento de los
estreptococos y por lo tanto el aumento de su capacidad de supervivencia. También
existen reportes de estudios realizados en los que se ha comprobado cémo la accién
hemolitica de los estreptococos betahemoliticos de todos los grupos es fuertemente

promovida por los acidos nucleicos presentes en el extracto de levadura. ©9
VIII.2. Coloracién gram
Hacer una coloracion Gram de las colonias sospechosas y observar al microscopio.

método de coloracion Gram. Si se observan cocosGram positivos en cadena, realizar la

prueba de la catalasa. %

VIII.3. Prueba de catalasa

Determina la presencia de la enzima catalasa, esta enzima descompone el peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno. “0)

Reactivo: Perdxido de hidrégeno al 3%

Procedimiento

* Con el asa de siembra, recoger el centro de una colonia pura

de 18 a 24 horas y colocarla sobre un portaobjetos limpio.

 Agregar una gota de H202 al 3% usando un gotero o una pipeta Pasteur.

* No es necesario mezclar el cultivo con el H202.
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» Observar una inmediata efervescencia (formacion de burbujas)
gue indica una prueba positiva, de lo contrario se considera

la prueba negativa.

» Desechar el portaobjeto colocandolo en un desinfectante.

Nota: Al coger la colonia con el asa de siembra tener cuidado de no llevar algo del medio
de agar sangre debido a que la catalasa presente en los eritrocitos puede dar resultados

falsos positivos. “9)

Seguir los procedimientos descritos en la identificacion de Streptococcus. es catalasa

negativa. “0)

VIIl.4. Prueba de camp

Prueba de CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen). La prueba de CAMP se utiliza para
la identificacion presuntiva de S. agalactiae (grupo B de Lancefield). En esta prueba se
observa un efecto sinérgico que se produce al interactuar el factor CAMP producido por

cepas de S. agalactiae con la hemolisina B de Staphylococcus aureus. 0

Ambos son productos extracelulares que difunden en el medio de cultivo para producir
dicho efecto en forma de flecha cuando se utilizan placas de agar sangre preparadas con
eritrocitos ovinos o bovinos. Una vez inoculados, los medios de cultivo deben ser
incubados a 35-37°C por 18-24 horas. Algunos autores recomiendan no incubar las
placas de agar sangre para la prueba de CAMP en una atmésfera enriquecida con CO2

debido a un probable efecto inhibitorio sobre el sinergismo. 9

Se puede efectuar una identificaciébn preliminar de una cepa aislada mediante la
obtencion de resultados positivos en la prueba de CAMP (Christie. Atkins, Munch-
Petersen) o mediante la hidrolisis de hipurato. Los estreptococos del grupo B se
identifican de forma definitiva al revelar la presencia del hidrato de carbono especifico de

grupo o bien mediante el uso de sondas moleculares comerciales. 4
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VIIL5. Aglutinacién

La interaccion de un antigeno particulado con su anticuerpo correspondiente se visualiza
por la formacion de “aglutinados”. Cuando la particula aglutinada es el antigeno mismo
se habla de una reaccion de aglutinacién directa o activa. Si el antigeno es soluble y se
absorbe fisica y quimicamente sobre una particula, entonces se habla de una reaccion

de aglutinacion indirecta o pasiva. “%
VIII.6. Prueba de aglutinacién paratipificacion

Prueba de aglutinacion de latex para la identificaciéon de Streptococcus grupos A, B, C,
D, Fy G. Se demostro que la mayoria de los estreptococos patdgenos poseen antigenos
especificos de naturaleza hidrocarbonatada que permite su clasificacion en grupos. Estos
antigenos estreptococicos de grupo, previamente conjugadas con anticuerpos pueden
extraerse de las células y ponerse de manifiesto con particulas de latex previamente
conjugadas con anticuerpos grupo especificos. Las particulas de latex aglutinaran en
presencia de antigeno homaologo, pero permaneceran en suspension tenue en ausencia

de este. 42

El kit de agrupacién de estreptococos Oxoid basado en una aglutinacion de particulas de
latex, utiliza un procedimiento nuevo de extraccion enzimatica que acorta
considerablemente el tiempo requerido para extraer el antigeno incrementando el

rendimiento particularmente en lo que se refiere a antigeno de estreptococo Grupo D. 2

VIIL.7. Interpretacion de resultados

La prueba se considera positiva cuando aparece la aglutinacion con uno de los grupos o
cuando la reaccion de aglutinacion es mas fuerte que en los otros cinco. La prueba se
considera negativa cuando no aparece aglutinacion. En algunas ocasiones pueden
observarse ligeras trazas de material granular en una reaccién negativa deben ser

ignorados. “2)
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VIII.8. Limitaciones

Se pueden dar resultados falsos negativos si se utiliza una cantidad inadecuada de cultivo
para su extraccion. La mayor parte de todos los estreptococos betahemoliticos aislados
de infecciones humanas poseen antigenos hidrocarbonados especificos que pueden ser

puestos de manifiesto por reacciones serolégicas. “2)

Los intentos de aplicar este procedimiento a los estreptococos no betahemoliticos han
sido infructuosos excepto para los grupos B, D y N. Los estreptococos pertenecientes al
grupo N, no se han encontrado hasta el momento en infecciones humanas. Se ha
sefialado que el reactivo de latex para el Grupo D puede fallar en la reaccién con algunas

razas de S. bovis, estas razas requeriran otros estudios para su identificacion. “2)

Cuando se lleva a cabo una identificacion seroldgica de estreptococos deben realizarse
algunas observaciones previas tales como. (i) Hemdlisis; a,c (ii) Morfologia celular; b,c

(iif) Pureza y cantidad del crecimiento.

VIII.9. Pruebas moleculares

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el cribado de mujeres gestantes. La
sensibilidad y la especificidad de la prueba se acercan a las de los cultivos, por lo que es
posible que este ensayo vaya de la mano a los cultivos estandar de los Streptococcus

pertenecientes, al grupo B. 14

La serotipificacion por PCR en tiempo real representa una alternativa atractiva a los
meétodos de serotipificacion actuales y puede permiten una mejor adquisicion de datos de
serotipos de GBS. 9

Existen diez serotipos conocidos de GBS basados en distintas composiciones de
capsulas (IA, IB, II-X), y las vacunas conjugadas de polisacarido capsular actual

candidatas se dirigen s6lo a un subconjunto de estos. ¢

El serotipo de los aislados de GBS es importante para entender la epidemiologia local y
para el monitoreo del reemplazo de serotipos o la conmutacién capsular. Sin embargo,
la de serotipos generalmente requiere aglutinacion de latex, PCR Multiplex con andlisis
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de tamafios de banda, o andlisis de secuencias de genoma entero todas las técnicas que

son costosas 0 no estan ampliamente disponibles. “%)

En el afio 2016 se realizé un estudio en el reino unido y se divulgo el desarrollo de un
ensayo en tiempo real robusto de la polimerizacién en cadena para determinar serotipos
de GBS. Utilizando tanto un conjunto de referencias diversas de cepas que abarcan los
diez serotipos y una coleccién de aislados clinicos, que demostrar la concordancia entre
el serotipo en tiempo real de PCR y aglutinacién de latex. Propusieron que el serotipo de
PCR en tiempo real de representa una alternativa atractiva a los métodos actuales de

serotipo y puede permitir la adquisicion mejorada de los datos de los serotipos de GBS.
(45)

VIII.10. Antibiograma

La identificacidn y antibiograma mediante los paneles comerciales son métodos precisos
y rapidos, pues ofrecen la posibilidad de hacer hasta 30 pruebas bioquimicas para una
identificacion adecuada y ademas permite realizar un antibiograma con concentracion
inhibitoria minima (CIM), lo cual es muy importante, si se considera que puede tener una

alta CIM a la penicilina. 3

El método de Kirby- Bauer es el método mas usado alrededor del mundo por facil y por
tener la posibilidad de evaluar hasta 12 antibiéticos a la vez. Se utiliza para conocer el

nivel de sensibilidad del microorganismo estudiado. 3

IX. Prevencion de lainfeccién

En la actualidad, existen controversias importantes en el mundo acerca de cual es la
mejor forma de prevenir los casos de infeccion neonatal. Al respecto en 1996, el Centro
de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de América (Center for
Diseases Control — CDC), promociond y coordind una politica de consenso para la
prevencion de esta enfermedad, en ella participaron el Colegio Americano de Obstetras
y Ginecologos, la Academia Americana de Pediatria y otras organizaciones
profesionales. En aquel momento la tasa de colonizacién vaginal y/o rectal en las

embarazadas americanas oscilaba entre el 10 y el 30% dependiendo de la poblacién
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estudiada, con una incidencia global de enfermedad perinatal de 1.8 por mil nacidos

vivos. ¢4
Basandose en estos datos recomendaron dos estrategias profilacticas:

La primera basada en la deteccién vaginal y rectal de S. agalactiae en todas las mujeres
entre las 35 y 37 semanas de gestacion y la administracion de antibioticos intraparto a
todas las portadoras de la bacteria y a todos los partos prematuros menores de las 37

semanas de gestacion.
La segunda basada en la presencia de factores de riesgo obstétrico.

Lo ideal para prevenir la infeccién neonatal parece ser la combinacion de ambos métodos.
Si la profilaxis se efectta utilizando como argumento los factores de riesgo se alcanza
una prevencion del 69% aproximadamente, mientras que otros refieren que se alcanza
solo un 41%, si se utiliza la deteccion vaginal-anal a las 35-37 semanas de gestacion esta

prevendria el 78%. ¢4

La Organizacion Mundial de la salud no recomienda el cultivo a todas las embarazadas,
en la ultima propuesta de modelo de control prenatal del afio 2001, si recomienda el

tratamiento antibidtico en las mujeres con factores de riesgo.

En Latinoamérica en general, no se realiza el rastreo universal. En un consenso realizado
por el Centro Latino Americano de Perinatologia de Montevideo, Uruguay (CLAP,
OPS/OMS) se decidio que la estrategia mas acertada para la regién de Latinoamérica es

la profilaxis intraparto a mujeres con los factores de riesgo.

Segun las pautas del Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades (CDC)
de los Estados Unidos y del Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos, los métodos
consisten en: Muestra de los fluidos vaginal y rectal.
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X. Tratamiento para mujeres con factores de riesgo:

Consiste en el tratamiento exclusivo de las mujeres con factores de riesgo para ser
portadoras y transmitir el GBS a sus bebés. Se las trata con antibiéticos por via

intravenosa durante el parto. ¢4

El método de usar antibidtico en las mujeres con resultados positivos es el mejor para

prevenir las complicaciones neonatales. “4
La eficacia preventiva de la implementacion de ambos métodos esta probada.

La administracion antibiética al comienzo del trabajo de parto o ruptura de membranas

ovulares constaria de:

= Penicilina G sédica: 5 millones de U. | por via |.V. Seguida de 2.5 millones de Ul
I.V cada 4 horas hasta el expulsivo.
= Ampicilina (solo si no se dispone de penicilina) 2 gramos 1.V. seguido de 1gr I.V.

cada 4 horas hasta el expulsivo.

Es preferible la utilizacion de penicilina, pues la utilizacion sistematica de ampicilina
favorece la apariciébn de microorganismos resistentes y la sepsis neonatal provocada por
los mismos (Sobre todo Escherichia coli).

En caso de alergia a los betas - lactdamicos, se recomienda utilizar una de las siguientes

pautas:

= Eritromicina 500mg. 1.V cada 6 horas.
= Clindamicina: 900 MG 1.V. cada 8 horas.

= Vancomicina 1gr cada 12 horas IV.

X.1. Situaciones especiales

En aquellas instituciones donde se realiza cultivo vaginal/anal a las embarazadas entre

las 35 a 37 semanas de gestacion:

Debe medicarse en el momento del parto a aquellas mujeres positivas con el mismo

esquema antes descrito.
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En caso de que no se hubiera realizado el cultivo, se debe medicar solo a las mujeres

gue presentan los factores de riesgo

Si una embarazada presenta un cultivo negativo dentro de las ultimas cinco semanas

previas al parto, no debe ser medicada, aunque presente algun factor de riesgo.

Si una embarazada es positiva, pero se programa una cesarea en ausencia de trabajo
de parto y sin rotura de membranas, no debe medicarse. No se debe medicar mujeres
cuyo cultivo actual es negativo pero que tuvieron un cultivo positivo en un embarazo

anterior y su hijo no fue afectado.

En la actualidad, los investigadores estan realizando experimentos con varias vacunas
gue podria administrarse a la embarazada para prevenir la infeccion de S. agalactiae en
las madres y en sus bebés. Los investigadores también tienen como objetivo desarrollar
pruebas de andlisis mas répidas y de alta precision que puedan realizarse

inmediatamente antes del parto y/o durante el mismo.

Cuando la vacuna esté disponible, estas pruebas le permitirdn al médico administrar
tratamientos antibiéticos sélo a las mujeres que realmente lo requieran, evitando el uso

innecesario de los mismos.

Xl.  Vacunacion: estrategias vacunales

El S. agalactiae Forma parejas o cadenas cortas y muestra un antigeno comun, que
permite distinguirlo dentro de la clasificacion de Lancefield, como grupo B. Produce beta-

hemolisis, aunque un porcentaje pequerio de cepas no producen hemolisis. “6)

También se puede caracterizar en base a la produccién de su polisacarido capsular, el
cual expresa en gran cantidad en superficie, en diez estructuras antigénicamente Unicas
y diferentes. (Ia, Ib, II, Ill, IV, V, VI, VII, VIII, IX) “6)

La funcion de este polisacarido capsular es ayudar a evadir los mecanismos de defensa

del hospedador interfiriendo en el aclaramiento fagocitico. ¢“©)

Este consiste en varias unidades repetidas de monosacaridos como la glucosa, galactosa

0 n-acetilglucosamina unidos a acido sidlico. Otro importante factor de virulencia es la
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produccion de hemolisina, que esta ligada a la produccién de un pigmento caracteristico

gue actiia formando poros en la célula hospedadora produciendo su lisis. ¢“6)

Otros factores de virulencia son factores de adhesién y de evasion. Dentro de estos
serotipos de GBS, todos pueden causar enfermedad invasiva en nifios y en adultos, pero
cinco de ellos (la, Il, I, 1V, V) causan la mayoria de los episodios. Existen un porcentaje
pequefio de cepas no tipables conociéndose en la actualidad poco de la asociacion de

estas cepas con la enfermedad invasiva. ()

La estrategia de vacunacion representaria la manera mas segura de prevenir la
enfermedad invasiva por GBS. Las vacunas disponibles deben de conferir proteccion e
inducir la produccién de anticuerpos funcionalmente activos, siendo principalmente
representados por el polisacarido capsular y las proteinas de superficie para este fin,

como dianas mas importantes. (“6)

Durante el afio 2015 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) identific6 GBS como una
prioridad en el desarrollo de una vacuna para inmunizacion maternal ya que la mayor
parte de la carga de afectados por esta enfermedad se da en paises con escasos
recursos. A mediados del afio 2016 tuvo lugar la primera reunion internacional de
expertos en la que, abordando la situacién real del estado de las vacunas frente a EGB,
con participantes de la industria farmacéutica, agencias de la salud y autoridades

competentes. “6)

XIl. Mecanismo de resistencia de GBS

La primera linea de antimicrobianos para el tratamiento contra las infecciones
ocasionadas por GBS en personas se basa en el uso de betalactamicos, de preferencia,
penicilina y ampicilina; la segunda linea son los macrélidos, como la eritromicina y la
clindamicina, usada especialmente en casos donde los pacientes son alérgicos a la
penicilina. Considerando el impacto de esta bacteria en la salud publica, en algunos
paises como Estados Unidos, Canada y Argentina se utilizan las terapias profilacticas
con penicilina o ampicilina, administrada de manera intravenosa para la prevencion de la

enfermedad neonatal. ¢
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A pesar de que instituciones como el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) y el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)
describen que GBS es susceptible a los betalactamicos, investigaciones recientes han
reportado un incremento de las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) para

diferentes antimicrobianos, incluyendo penicilinas. %

Asi mismo se ha sugerido evitar el uso de macrdélidos como eritromicina para el
tratamiento de GBS en personas, debido al creciente nimero de aislamientos reportados

como resistentes a este tipo de antimicrobianos. 9

Cabe resaltar que recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha
advertido que la resistencia antimicrobiana, es uno de los problemas de salud publica que
amenaza en mayor medida la salud global, especialmente en personas vulnerables como
ancianos, mujeres embarazadas, recién nacidos e inmunocomprometidos. Por tal razon,
se hace necesario mejorar la vigilancia y el control de la resistencia antimicrobiana, asi

como fomentar su conocimiento y sus consecuencias. ©°

Los mecanismos de resistencia descritos en GBS estan relacionados con la alteracion
del blanco y las bombas de eflujo, determinados por la presencia de algunos genes que
codifican para dicha adaptacién. Cabe resaltar que existen cepas que a pesar de poseer
uno o varios genes que codifican para cierto mecanismo de resistencia antimicrobiana no
la expresan fenotipicamente, siendo necesario conocer la presencia del gen y su

expresion fenotipica de manera simultanea. ¢

Los antimicrobianos de la familia de los macrélidos, a pesar de ser la segunda linea de
farmacos recomendada para el tratamiento de GBS, han presentado una disminucién en
su efectividad contra dicho microorganismo. Un ejemplo es la eritromicina, la cual fue
reportada en Estados Unidos y Canada como una alternativa no recomendable para el

tratamiento de GBS en pacientes alérgicos a la penicilina. 4%

En GBS se han identificado los genes ermA, ermTR y ermB como responsables de altos
niveles de resistencia a eritromicina y clindamicina, siendo el gen ermB mas comun con

relacion a la resistencia a eritromicina. ¢
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Las PBPs, son el blanco principal de los betalactamicos, los cuales tienen su efecto
inhibitorio enfocado en la acilacién de un sitio activo de serina de estas enzimas, lo que
resulta en una interrupcion de la sintesis de la pared bacteriana y en la muerte celular
programada. Los cambios o modificaciones en la estructura de una o mas PBPs, por
mutaciones o sustitucion de secuencias de aminoacidos, afecta la capacidad de unidn
del antimicrobiano al blanco, lo que interfiere con su efecto inhibitorio. Diversos estudios
han reportado que GBS tiene una susceptibilidad del 100% a la penicilina, ampicilina,

cefazolina, rifampicina, cloranfenicol y vancomicina. %

Sin embargo, estudios recientes han descrito un aumento de la concentracién minima
inhibitoria (MIC) de betalactamicos (penicilina y ampicilina) en aislamientos de GBS,

mostrando mediciones superiores a 0,25 pg/mL e incluso 0,5 pg/mL. 9
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Xlll. Disefio metodoldgico

XIlI.1. Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal
XIlIl.2. Periodo de estudio: agosto 2019 a marzo 2020.
X111.3. Area de estudio: Centro de Salud Mantica Berio de la ciudad de Ledn.

XIll.4. Poblacion de estudio: Todas las embarazadas con >35 semanas de gestacion

gue asistieron al centro de salud Mantica Berio de la ciudad de Leon.
X1.5. Muestra: Fueron 111 embarazadas del centro de salud Mantica Berio.

XI.6. Seleccion de los individuos: (procedimiento de muestreo)
El muestreo fue no probalistico por conveniencia. Las mujeres embarazadas fueron

muestreadas cuando atendieron sus controles pre-natales, en ese momento se les
abordo y solicitdé su participacion. Las muestras vaginales y rectales se tomaron ese

mismo dia si ellas aceptaban participar en el estudio.

X1.7. Criterio de Inclusion:
Toda embarazada con >35 semanas de gestacion que asistieron al centro de salud en el

tiempo del estudio.
X1.8. Criterios de exclusion:
Que hayan ingerido tratamiento antimicrobiano sistémico o tratamiento oral dentro de 15

dias previos a la toma de muestra.

X1.9. Unidad de analisis:
Estuvo constituida por un hisopado vaginal y uno anorectal de las 111 mujeres

embarazadas con >35 semanas de gestacion que aceptaron y asistieron al Centro de

salud Mantica Berio en tiempo antes descrito.

X1.10. Fuente de informacién:
Se utilizé una ficha epidemiologica que contiene variables con los items: datos generales,

clinicos y factores de riesgos asociadas a nuestros objetivos de trabajo, dicho llenado se
hizo a través de una entrevista directa a las participantes. Esta ficha posteriormente se
completo con los datos de los resultados de los cultivos, provenientes del laboratorio de
Microbiologia de la UNAN Leon.
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X1.11. Consideraciones Eticas
El presente estudio fue sometido al comité de ética para investigaciones biomédicas de

la Facultad de Ciencias Médicas, UNAN-Ledn, aprobado bajo Acta No.83 (Ver anexos)

X1.12. Procesamiento de las muestras para identificacion de GBS
Una vez las muestras recibidas en el Departamento de Microbiologia se procedi6é a

procesarlas, luego de realizado el etiquetado de las fichas.

Estas muestras fueron sembradas directamente en medio de Agar CNA(colisistina y
acido nalidixico), en una atmosfera enriquecida de CO2 de 5-10%, y en Agar cromogeénico
indicado para la busqueda de streptococcus agalactiae. También, se inoculé el hisopo en
caldo de Todd Hewitt durante 24 horas a 37 ° C, y posteriormente fue sembrado en los

medios antes mencionados.

Luego transcurridas las 24 horas se procedid a identificar las colonias con las
caracteristicas de ser sospechosa de EGB. Se realizé Tincion de Gram. Si resultaba
positiva esta prueba (cocos gram positivos en cadenas), se realizaba una prueba de
catalasa y una prueba de CAMP( Factor monosfosfato de adenina ciclica), donde la
formacion de una zona de hemodlisis en forma de flecha indica una prueba positiva. Si
esta Ultima era positiva se realizaba el diagnéstico a través de la prueba de Aglutinacion
en latéx para identificacion de los serogrupos de estreptococos ABCDEFG. (Lancefield

Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England)

Las colonias que dieron positivas para Streptococcus agalactiae del grupo B se les realiz6
antibiograma utilizando el método de difusion en discos Kirby Bauer, recomendado por
National Committe of Clinical Laboratory Standards de E.E.U.U utilizando los discos de
antibiéticos recomendados para esta bacteria como son: Ampicilina, Penicilina G,

Eritromicina, Clindamicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina.

Se guardaron en leche descremada a —20 °C las colonias positivas para Streptoccus

agalactiae 3 copias por cada unas de las colonias.

Serotipado de EGB por RT-gPCR

Extraccion de ADN
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Para la extracion de material génetico de las colonias antes identificadas como EGB se

empleara el Kit de sangre y tejidos DNeasy®
El kit DNeasy Blood & Tissue, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente:

Células cultivadas: centrifugar un maximo de 5 x 10° células durante 5 min a 300 x g (190
rpm).
1. Resuspender en 200 ul de PBS. Afiada 20 ul de proteinasa K. Continte con el paso 2.

2. Aflada 200 ul de tampon AL. Mezclar bien con vortex. Incube las muestras de sangre

a 56 ° C durante 10 minutos.
3. Agregue 200 pul de etanol (96—100%). Mezclar bien con vortex.

4. Pipetee la mezcla en una columna de centrifugacion DNeasy Mini colocada en un tubo
de recoleccion de 2 ml. Centrifugo a 26000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Deseche el

tubo colector y de flujo continuo.

5. Coloque la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recogida de 2 ml. Afiada 500
pl de tampdn AW1. Centrifugo durante 1 min a 26000 x g. Deseche el tubo colector y de

flujo continuo.

6. Coloque la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recogida de 2 ml, agregue
500 ul de tampon AW2 y centrifugue durante 3 min a 20.000 x g (14.000 rpm). Deseche

el tubo colector y de flujo continuo.

7. Transfiera la columna de centrifugacion a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mli

o2ml.

8. Eluir el ADN afadiendo 200 pl de tampén AE al centro de la membrana de la columna

de centrifugacion.

Incube durante 1 min a temperatura ambiente (15-25 ° C). Centrifugar durante 1 min a
26000 x g.

9. Opcional: repita el paso 8 para aumentar el rendimiento de ADN.

Notas:
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Realice todos los pasos de centrifugacién a temperatura ambiente (15-25 ° C).
Vuelva a disolver los precipitados en Buffer AL y Buffer ATL.

Agregue etanol a los concentrados Buffer AW1 y Buffer AW2.

Equilibre el tejido congelado o los sedimentos celulares a temperatura ambiente.
Precaliente una incubadora a 56 ° C.

Consulte el manual para el tratamiento previo de tejido fijo, insectos, bacterias u otros

materiales.

Amplificacion de acidos nucleicos serotipo especifico por medio de RT-gPCR

Preparacion del MasterMix y preparacion del plato.

e La configuracion del plato puede variar dependiendo del nimero de muestras por
analizar. Los Controles No Template (NTC) y controles positivos deben ser
incluidos en cada corrida.

e En el cuarto blanco, descongele los reactivos y colocarlos en coolrack.

e Mezcle primers y sondas (en partes iguales) con Vortex brevemente.

e Centrifugue brevemente primers y sondas y regréselos al coolrack.

e Determinar el numero de reacciones (N) por ensayo. Es necesario hacer
reacciones extras para NTC y por error de pipeteo (si el nimero de muestras
incluyendo el control es de 1 a 14, sume 1 reaccion, si es mayor de 15 sume 2
reacciones).

e Preparar la mezcla a como se indica.
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Tabla 1. Mezcla de Master Mix

COMPONENETES

VOL (uL) / RXN.

Prime Time Gene Expression
Mix Primer Fy R

Probe

Agua libre de nucleasas

Volumen total

10
1
1
7
19

Preparacion del plato.

e En el cuarto blanco, mientras mantiene en coolrack el plato para PCR, agregue 24

UL de la mezcla a todos los pozos que seran utilizados.

e Agregar 1 pL de agua libre de nucleasas al pozo NTC.

e Cubra la placa mientras se traslada al cuarto para PCR, manteniéndola en el

coolrack.

e En el cuarto para PCR, remueva la cubierta y agregue 1 pL de la muestra de ADN

a cada pozo correspondiente.

e Por ultimo, agregue 1 uL al control positivo al pozo correspondiente.

e Selle el plato con lamina filmina optica y coléquelo en el equipo de PCR.
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G CP NTC

H

Figura 2. Llenado de los pozos para cada plato. (NTC: No Template Control, U:

Desconocido, CP: Control Positivo.)

45
CICLOS
95°C 95°C \ SINGL
3 minutos 15 T 60°C
segundos 1
minuto

Figura 3. Programa de corrida con parametros de amplificacion.

Las reacciones positivas se definieron con un umbral de ciclo (Cq) <35.
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Tabla 2. Secuencias de genes diana, cebadores y sondas para la serotipificacion de GBS

mediante PCR en tiempo real 2

Serotipo  Secuencia (5-3") Gen objetivo Tamafio
amplicon

la-F GTTTAAAAATCCTGATTTTGATAGAATTTTAGCAGCTTTTAAC cpsH 207
la-R CTGATATTTTGAATATTATTATGCAAACAATAATAATATGTTCCCCCTA

la-P 6-FAM-TCGTTGATT/ZEN/ATCGGTATAGTATCATTG GCT-IAbFQ

Ib-F GTATTAAATTCGTTATTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTCATTGC cpsH 195
Ib-R GGCATAATAATATAGAAATCCTAAACAAGACAAAATAATTGCATTAAAC

Ib-P 6-FAM-TGC ATT CAA/ZEN/TTCACTGGCAGTAGGG- IAbFQ

II-F CACATATATATTAAAGTTCACCCTAGAGATAACATTGACTACTCTAATC cpskK 151
II-R CTAATGCCGTGGAAAAATATGTAATCCCAACATCAAATT

II-P 6-FAM-AATGCAACA/ZEN/GTAATACAAAGGAACATC CCT- IAbFQ

I-F GGAATTGTTCTTTATTTTTCTGCCT cpsl 170
I-R ACTATACCAAAAGTTGAGAATAATAATACAATACTCCAATGA

n-pP 6-FAM-ATGTTACAC /ZEN/GCTCTTTGAGGAAATAGATCC- IAbFQ

IV-F GAAGAAAATATATATTTGCCATACAGTATATCATCTCCTTATTACAATTATCA  cpsK 159
IV-R CATAGAATACCTTCTTTATTGGTACGTTTACATAAATCATCAATATTAAC

IV-P 6-FAM-AGGGAACAG /ZEN/AGGAGATCAATAATTATATTGGC- IAbFQ

V-F CAAAATTCAATGAGAGAATGTTGTATTTTTTTGAGGCAATTC cpsO 153
V-R CAATCATCTTCCCACATATATCTATTCCACCAAATACTTC

V-P 6-FAM-ATTTTCCAC /ZEN/ATAATACATCTTTAATCTCTGCTG T- IAbFQ

VI-F GACAGTCTATTACGAAAGTATAAGAGCGATT cpsH 219
VI-R AGCTTGTAGATTATCCTGTTTTGTTTGATAGCTTCTCTATATAG

VI-P 6-FAM-CCCTCCAGT/ZEN/GTGGGAATATTTTTAGGTTCAC- IAbFQ
VII-F GAGGGCTTACCTCACGACAGGAGAAGTAAAAAATATAAAG cpsK 160
VII-R GCTGCGTTAATAACAATACTGACTTTGGAGC
VII-P 6-FAM-AGTCTTACC/ZEN/CAAGAACAAAAGTCTCTGATT- IAbFQ
VIII-F GACTAATGGTTAAGTATGCTAACTTGCTAATTTGTGATAGTAA cpsR 152
VIII-R CTTGTCCTTAAAATTGTGTTTTGACTTTGTCAGATCAGTC
VIII-P 6-FAM-ATGCTCCTA/ZEN/AAACAACCTACATCGCCTATG- IAbFQ

IX-F CATTGAGCAAAGAGAAAACAGTATATGTCAAAGGGC cpsO 128
IX-R ATGTTCAAGGATAAAATCTCTATTATGTTGCATTGCTTCA
IX-P 6-FAM-AGTACTACC/ZEN/AGACAGTCATACAAAGAGAAT- IAbFQ

Las secuencias se presentan en direccion 5 'a 3 ' con modificaciones de sonda como se
indica (sonda fluorescente de 6-carboxifluoresceina [6-FAM], extintores internos ZENTM
y lowa Black® FQ [IAbFQ)]).
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X1.13. Anéalisis de datos

La base de datos se cre6 en SPSS 21, realizando un primer analisis descriptivo de todas
las variables. Las variables cualitativas se describieron mediante una tabla de frecuencias
y porcentajes. Las variables cuantitativas se resumieron mediante estadisticos

descriptivos basicos: media, desviacion estandar (DE), frecuencia (n) y porcentaje (%).

También se presentan datos sobre la prevalencia de colonizacion rectovaginal de
serotipos antibidtico-resistentes de Streptococcus agalactiae del grupo B. Luego, se hizo
un andlisis de probabilidad de riesgo por caracteristicas sociodemogréficas,
antecedentes gineco-obstétricos, gestacion actual y los resultados de laboratorio. Se
compararon los grupos de embarazadas colonizadas y no colonizadas por GBS utilizando
la prueba de Chi cuadrado para las variables categoricas, reportando los porcentajes con
intervalos de confianza al 95 %. la prueba t de Student para las medias y la prueba de
Mann-Whitney U para medianas, tanto por medio de un andlisis univariado como

multivariado donde se incluyeron todas las variables que resultaron con un P<0.4.

Variable dependiente: Presencia o no de la colonizacion rectovaginal de serotipos

antibiotico-resistentes de Streptococcus agalactiae del grupo B.

Variable independiente: todas las variables sociodemogréficas.
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XIV. Operacionalizacién de variables

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

VARIABLE

DEFINICION

ESCALA

Edad

NUimero de gestas

NUmero de partos

Centro de salud

Edad

ultrasonido

gestacional por

Infeccion por GBS de nifios

en embarazos anteriores

Uso de antibi6ticos

Ruptura de membrana

prolongada

Afios cumplidos de la paciente
al momento de la entrevista

Cantidad de veces que se ha

embarazado

Cantidad de veces que ha dado

aluz

Lugar donde la paciente se

realiza la muestra

Semanas y dias cumplidos por

ultrasonido

Si algunos de sus embarazos
anteriores su bebé presento

infeccién por GBS

Ha consumido antibiéticos los
tltimos 15 dias hasta el dia de

la entrevista

La participante ha
experimentado algunos de
estos eventos en su actual

embarazo
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De 17 a 27 afios
28 a 40 arfios
Primigesta
Bigesta
Multigesta

<2

>2

Mantica berio
34 a 36 semanas

37 a 39 semanas

Si

No

N/A (primigravida)
Si

No

Si

No



Amenaza de aborto

Amenaza de parto prematuro

Fiebre >38°c

Infeccion de vias urinarias

Edad

infeccion

gestacional de la

Deteccién de colonias GBS

Tincion de gram

Prueba de catalasa

Prueba de CAMP

La participante ha
experimentado algunos de
estos eventos en su actual

embarazo

La participante ha
experimentado algunos de
estos eventos en su actual

embarazo

La participante ha
experimentado algunos de
estos eventos en su actual

embarazo

La participante ha
experimentado algunos de
estos eventos en su actual

embarazo

La participante ha
experimentado algunos de

estos eventos en su actual

embarazo

Presencia de colonias
sospechosas GBS

Presencia de cocos gram
positivos

Presencia de reaccion

enzimatica (efervescencia)

Presencia de efecto sinérgico

que se produce al interactuar el
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Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

<20 semanas

>20 semanas

Si

No

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo



Serologia de aglutinacién

sensibilidad penicilina

sensibilidad ampicilina

Sensibilidad vancomicina

sensibilidad ceftriaxona

sensibilidad clindamicina

sensibilidad eritromicina

serotipo la

serotipo |b

factor CAMP producido por
cepas de Streptococcus
agalactiae con la hemolisina

de Staphylococcus aureus

Presencia de particulas de latex
aglutinadas en presencia de

antigeno homologo.

Rango de CMI de penicilina

Rango de CMI de ampicilina

Rango de CMI de vancomicina

Rango de CMI de ceftriaxona

Rango de CMI de clindamicina

Rango de CMI de eritromicina

Colonia GBS con seratipo la

Colonia GBS con serotipo |Ib
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Negativo

Grupo B

Otro grupo

Sensible
Resistente
Sensible

Resistente

Sensible

Resistente

Sensible
Resistente
Sensible
Resistente
Sensible
Resistente
Si

No

Si

No



serotipo |l

serotipo Il

serotipo IV

serotipo V

serotipo VI

serotipo VI

serotipo IX

Colonia GBS con serotipo |l

Colonia GBS con seratipo I

Colonia GBS con serotipo IV

Colonia GBS con serotipo V

Colonia GBS con serotipo VI

Colonia GBS con serotipo VIII

Colonia GBS con serotipo IX

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No

Si

No
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XV. Resultados

En el presente estudio fueron captadas 111 mujeres entre 35-40 semanas de embarazo
del Sector de Salud Mantica Berio, entre Agosto del 2019 a Marzo del 2020. Las
caracteristicas sobresalientes de la poblacion fueron edades promedios jovenes (27.7
afos), un porcentaje alto de primigestas/bigesta (67.7%) y un namero considerable de
embarazadas que cursaron con una infeccidn de vias urinarias en el presente embarazo
(25%). Las gestantes que presentaban la infeccion se encontraban en las 20 semanas o
mas de su embarazo principalmente (17%) (Ver Tabla.1).

Tabla 1: Caracteristicas demograficas, clinicas y epidemioldgicas de las embarazadas.

Variable n (%) x x (DS)

Edad de la participante promedio 27.7 (x0.502)
Semanas de gestacion por ultrasonido promedio 35.31 (+0.288)

Numero de partos

1-2 27 (24.3)
>2 13 (11.7)
Numero de ceséareas
> 1 23 (20.7)
Numero de gestas
Primigesta/ Bigesta 75 (67.6)
Multigesta 36 (32.4)
Uso de antibiético embarazo actual 4 (3.6)
Amenaza de aborto 22 (19.5)
Amenaza de parto prematuro 9 (8.0)
Fiebre >38°C embarazo actual 15 (13.3)
Infeccion de vias urinarias embarazo actual 28 (24.8)

Semanas de gestacion de la infeccion
<20 9(8.1)
220 19 (17.1)
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La prevalencia global de colonizacion fue del 21.6% (24/111). Se obtuvieron 32 aislados

de las 24 mujeres colonizadas, donde el 53% provenian de la vaginay 47% del recto.

En un andlisis crudo de los factores de riesgos que resultaron significativos para que una
mujer embarazada estuviese colonizada solamente se encontré una edad <28 afios. (Ver
tabla. 2)

Tabla 2. Factores de riesgos para colonizacion materna (GBS+ n=24)

Variable Colonizadas ORc (IC) P

Edad(afios) 17-27 32.8% (19/58) 4.667 (1.601-13.661) 0.005
28-40 9.4% (5/53) 1

Edad gestacional 34-37 21.8% (22/101) 1.144 (0.220-5.628) 0.896

(ultrasonido)
38-40 20% (2/10) 1

Partos Si 25 % (10/34) 1.357 (0.539-3.419) 0.516
No 19.7% (14/77) 1

NUumero de ceséareas =1 22.7% (20/32) 1,397 (0.426-4.583) 0.580
Ninguno 17.4% (4/79) 1

Numero de gestas Bigestas/ 22.2% (8/66) 0.949 (0.363-2.480) 0.905
multigesta

S
Primigesta 21.3% (16/45) 1
S

Uso de antibiético Si 21.5% (1/4) 0.821 (0.082-8.273) 0.867
No 25% (23/107) 1
Amenaza de aborto Si 27.3% (6/22) 0,676 (0,232-1.974) 0.472
No 20.2% (18/89) 1
Amenaza de parto prematuro  Si 11.1% (1/9) 2,329 (0,277-19,601) 0.424
No 22.5% (23/102) 1
Fiebre >38°C Si 6.7% (1/15) 1
No 24 % (23/96) 4.411(0.550-35.385) 0.130
Infeccién de vias urinarias Si 21.4% (6/28) 1
No 21.7% (18/83) 0.78 (0.266-2.284) 0.977
Semana de gestacion de la <20 22.2% (2/9) 1.071(0.157-7.308) 0.943
infeccién
>20 21.1% (4/19) 1
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Igualmente, al realizar andlisis ajustado de factores de riesgos donde se incluy6 todas
aguellas variables que resultaron con P<0.4 en el andlisis crudo, se confirm6 que

solamente una edad <28 afios estaba asociada a colonizacion materna. (Ver tabla. 3)

Tabla 3. Andlisis multivariado de Factores de riesgos para colonizacion materna (GBS+
n=24)

Variable ORc (IC) ORa (IC)
Edad(afios) 4.667 (1.601-13.661) 4.760 (1.611-14.070)
Partos 1.357 (0.539-3.419) 1.396 (0.503-3.878)
Nimero de cesareas 1,397 (0.426-4.583) 1.611 (0.475-5.808)
Namero de gestas 0.949 (0.363-2.480)  1.260 (0.433 -3.664)

Se logro determinar los serotipos de los 32 aislados positivos, donde el 11 y el Il fueron
los més frecuentes encontrados ambos con un (25%). (Ver figura.4)

mla mib mll mlll mV

Figura 4. Colonizacién materna: distribucion general de serotipos de GBS

Con respecto a la distribucién de serotipos por sitio anatémico todos los serotipos
identificados, excepto el serotipo V presentaron frecuencias similares tanto en vagina

como recto. (Ver tabla. 4)
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Tabla 4. Distribucién de serotipos de GBS por sitio anatomico de colonizacién materna.

Sitio anatémico N (%) la Ib [l 11 \Y
Vagina 17(53) 4(24) 3(18) 4(24) 5(29) 1(5)
Recto 15(47) 3(20) 2(13) 4(27) 3(20) 3(20)
Total 32 7(21.9) 5(15.6) 8(25.0) 8(25.0) 4(12.5)

En los 32 aislados recuperados, se evalu6 su patron de resistencia. De éstas, 11 (34.4%)
fueron resistentes a eritromicina, 9 (28.1%) resistentes a penicilina y 6 (19.0%) a

clindamicina (Ver tabla 5)

Tabla 5. Colonizacion materna: Resistencia de serotipos de Streptococcus agalactiae.

Antibiotico Resistencia la Ib Il Il Vv
(n=32) N (%)

Clindamicina 6(19.0) 4(66.7) 1(16.7) 1(16.7)
Vancomicina  3(9.0) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3)
Eritromicina  11(34) 3(27.3) 3(27.3) 2(18.2) 3(27.3)
Penicilina 9(28) 1(11.2) 1(11.2) 2(22.2) 3(33.3) 2(22.2)
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XVI. Discusion

Uno de los objetivos principales de esta investigacion era conocer la prevalencia de
mujeres embarazadas colonizadas con Streptococcus agalactiae del grupo B, la cual fue
del 21.6%. El presente hallazgo difiere un poco con lo reportado en un estudio realizado
en el afio 2019 en Nicaragua (Vielot et al), donde la prevalencia fue del 14%. En terminos
generales, se conoce que la colonizacibn materna por Streptococcus agalactiae de
manera global es del 15%. Cabe recalcar que esta puede variar con respecto al ubicacion
geografica y el tiempo de estudio. En Asia por ejemplo se reportan prevalencia entre un
9%-12%, contrario al continente africano hasta un 25%. Esto hecho puede estar
relacionado a los factores de riesgo presentes en las poblaciones estudiadas y las cepas

circulantes, que pueden influir en la prevalencia de colonizacion materna. &5

Conforme a las caracteristicas de las mujeres embarazadas nicaragienses, el Ministerio
de Salud reporta que las mujeres entre 20-34 afios, tienen un aporte a la fecundidad
cercano a los dos tercios (69%), es decir, este grupo etario contribuyen con la mayoria
de nacimientos anuales. ©9 En nuestro estudio las caracteristicas sobresalientes de las
embarazadas fueron edades promedios jévenes (27.7 afos), un porcentaje alto de
primigestas/bigesta (67.7%) y un numero considerable de embarazadas que cursaron
con una infeccion de vias urinarias en el presente embarazo (25%). Asi, se observa que
las mujeres embarazadas en el rango de edad de 17 a 27 afios, presentaron 4.6 veces
mayor probabilidad de estar colonizadas por GBS que las mayores de 27 afios. ¢9 Lo
cual pudiese estar influenciado también por el alto porcentaje (58.6%) de mujeres
bigestas/multigestas en este grupo etario. Los demas factores de riesgos incluidos en
nuestro estudio que no fueron significativos, pero no dejan de ser importantes, pues

pueden influir de una u otra manera en la colonizacion materna.

Los serotipos de GBS reconocidos basados en los CPS son 10 (la Ib, I1, 111, 1V, V, VI, VII,
VIl y I1X), y la circulacién de estos varia alrededor del mundo. Sin embargo, en general
los serotipos la/lb (>30%), Il (~10%), Il (~30%) y V (~25%) son los mas prevalentes

asociados a colonizacion materna y enfermedad neonatal a nivel global. “9 En
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Nicaragua, se desconocian los serotipos circulantes hasta el presente estudio,
encontrando la siguiente distribucion de serotipos la/lb (37.5%), Il (25%), Il (25%) y V
(12.5%), estos datos son claves pues informan que los serotipos circulantes que dominan
la colonizacion materna son los incluidos en los candidatos vacunales en desarrollo
basados en los CPS. Las vacunas proteicas se encuentran en las primeras etapas de
desarrollo, pero son muy prometedoras, ya que pueden conferir proteccion

independientemente del serotipo. 152

Los resultados obtenidos sobre resistencia antimicrobiana en nuestro estudio muestran
gue el 34% de los aislados fueron resistentes a eritromicina, 19% a clindamicina'y 28% a
penicilina, los tres antibiéticos de primera opcion recomendados en la profilaxis intraparto
cuando una mujer embarazada se encuentra colonizada por GBS. En tres de los cinco
serotipos (ll, Il y V) reportados se concentra la resistencia a los antibidticos antes
mencionados. Estos hallazagos resaltan la importancia no solo del screening de GBS en
la mujer embarazada, sino la valoracion del perfil de resistencia del aislado, para un

tratamiento profilactico eficaz que reduzca el riesgo de infeccion en el recién nacido.

En un estudio realizado en ltalia en el afio 2020(Genovese et al), reportaron que sus
aislados clinicos fueron sensibles a la vancomicina y también se observo resistencia a
penicilina, ampicilina, levofloxacina, clindamicina y eritromicina en 6 (0,2%), 5 (0,1%), 161
(4,6%), 1090 (31,2%) y 1402 (40,1%) de las cepas, respectivamente. Los resultados
difieren en los obtenidos en nuestro estudio con respecto a la resistencia a penicilina
(28%), pero son similares con respecto a la resistencia a clindamicina (19%) y eritromicina
(34%). Esto puede ser debido principalmente a la cantidad de gestantes enroladas y al

diferente patron de consumo de antibiéticos en ambas poblaciones.

En comparacion de los resultados obtenidos en este estudio y uno de hace 10 afios atras
en Nicaragua se observa que la resistencia de los antibiéticos ha ido en aumento segun
un estudio realizado en el afio 2007 (Dubon et al) ellos obtuvieron como resultado que la
resistencia de eritromicina fue de un 8% es alarmante para el pais y esto tiene que ser
considerado para un cambio en la profilaxis empleada en este caso refiriendonos asi a la
vacunacion. Por eso es de suma importancia que este tipo de estudios sea realicen para

que estos sean aportes para que esta vacuna sea eficaz 354
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XVIIl. Conclusiones

= Se logré determinar una prevalencia de colonizacion recto-vaginal de un 21.6%
(24/111), de Streptococcus agalactiae del grupo B en las mujeres embarazadas
del presente estudio.

= La principal caracteristica de las mujeres colonizadas fue una edad <28 afos
32.8% (19/58).

= Se identificaron 5 serotipos de GBS circulantes de los 10 serotipos investigados.
Donde, entre los aislados GBS positivos se identificaron los serotipos siguientes:
[I'y Il con un 25%, seguido del la con un 21.9%, luego Ib con 15.6% Yy finalmente
el serotipo V con un 12.5%.

= También, se logré determinar el patréon de resistencia de los aislados de
Streptococcus agalactiae del grupo B donde: el 34% fueron resistentes a
Eritromicina, 28% a Penicilina, 19% a Clindamicina y 9% a Vancomicina. Siendo
los aislados pertenecientes a los serotipos Il, Il y V, los que presentaron patrones
de resistencias variables entre un 16%-66% a todos los antimicrobianos

ensayados.
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XVIIl. Recomendaciones

Considerando la importancia de nuestra investigaciéon y en funcion de los resultados

obtenidos se formulan algunas sugerencias o recomendaciones para futuros estudios

siguiendo la misma linea, pero abordando a otros sujetos de estudio y de la mano con

investigaciones anteriores.

Actualmente no se conoce datos epidemiolégicos a nivel nacional de: Enfermedad
neonatal por GBS, Partos pretérminos por GBS, Muerte intrauterina por GBS
Enfermedad materna por GBS.

En estudios recientes se encontrO una asociacion entre el anticuerpo CPS
especifico del serotipo sérico adquirido naturalmente y el riesgo de colonizacién
rectovaginal. La adquisicibn de GBS se correlacioné inversamente con la
concentracion de 1gG de CPS especifica de serotipo (serotipos Il y V) y OPA titulo
(serotipos la y Ill). Estos datos sugieren que estrategias como la vacunacion de
mujeres con GBS Vacuna conjugada CPS-proteina que induce respuestas de
anticuerpos podria reducir el riesgo de adquisicion rectovaginal de GBS de los
serotipos en la vacuna. Sin embargo, el beneficio potencial para las mujeres y sus
recién nacidos dependeria del momento vacunacion en las mujeres y duracion de
la persistencia de concentraciones de anticuerpos o titulos de OPA
suficientemente altos para prevenir adquisicion de GBS durante el embarazo. El
potencial de las proteinas Vacuna conjugada de polisacaridos para inducir la
inmunidad de las mucosas.

Mientras no contemos con una vacuna la frecuencia de resistencia antimicrobiana
debe ser vigilada. Es importante destacar la resistencia a clindamicina y
eritromicina ha aumentado significativamente y en este caso se observa que la
resistencia a penicilina también va en aumento, como lo han reportado algunos

otros autores, lo que nos obliga a tener un manejo mas responsable y adecuado
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en el uso de antimicrobianos. Este incremento de resistencia aumenta el riesgo de
hijos de madres alérgicas a B-lactamicos, de adquirir una infeccion por S.
agalactiae.

Para aminorar esta problematica actual se hace necesario (junto al uso racional
de antimicrobianos), solicitar antibiograma en el tamizaje del tercer trimestre del
embarazo, en aquellas pacientes con el antecedente de alergia a penicilina, con
el fin de disminuir y/o detener el aumento de resistencia y dar un tratamiento
efectivo a estas madres. Sin duda, es fundamental para cada institucién de salud

actualizar con frecuencia sus patrones de susceptibilidad antimicrobiana.
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XX. Anexos
Anexo n°1: Ficha de recolecciéon de datos

Tema: Prevalencia y distribucion de serotipos del estreptococo grupo B en Ledn,

Nicaragua

Cédigo Andmimo (asignado por el técnico del laboratorio)

Fecha de la visita (dd/mm/aa):

Centro de salud (Indique Perla Maria, Mantica Berio, o Sutiaba):

DATOS CLINICOS

(Consulte el expediente clinico y confirme la informacién con la participante)

1. Edad (afos):

2. Edad gestacional por ultrasonido: Semanas:

Dias:

3. Numero de gestas (incluyendo la

gesta actual):

4. Numero de partos:

5. Algunos de sus nifios ha tenido infeccion con EGB confirmada, sepsis o meningitis neonatal Si No N/A
(primigravida)

6. Uso de antibidticos orales en los Ultimos 15 dias, por cualquiera razén Si No
La participante ha experimentado en el actual embarazo los siguientes eventos:

7. Ruptura prolongada de membranas (=18 horas) Si No
8. Amenaza de parto prematuro Si No
9. Amenaza de aborto Si No
10. Fiebre 238°C Si No
11a. Infeccién de vias urinarias Si No

11b. Siresponda que "si", indique la edad gestacional de la infeccién

< 20 semanas

220 semanas

La participante ha experimentado en un embarazo anterior los siguientes eventos (Si ella es primigravida, TERMINE)

12. Ruptura prolongada de membranas (218 horas) Si No
13. Amenaza de parto prematuro Si No
14. Aborto o amenaza de aborto Si No
15. Fiebre 238°C Si No
16a. Infeccién de vias urinarias Si No

16b. Si responda que "si", indique la edad gestacional de la infeccién

< 20 semanas

220 semanas
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Anexo n°2: Acta aprobada por comité de ética

eyt
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Anexo n°3: Hoja de Consentimiento
Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill (UNC-CH)
Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leén (UNAN-LeonN)

Consentimiento para participar en un estudio de investigacion
Consentimiento de adultos

Fecha de la version del formulario de consemtimiento: 10 abril, 2019

NUmero de IRB: # 18-1691; UNAN-Leo6n: Acta No. 83

62



Anexo n°4: Flujograma de procedimientos

FLUJOGRAMA DE Muestras o
PROCESAMIENTO sy | MEDI BN cNA
DE LAS SOLIDO
MUESTRAS GBS rectales
|

Incubar 24
horas a 37°c Chromoagar Incubar 24
en step b horas a 37°c

anaerobiosis

\%

Caldo todd Incubar 24
hewitt horas a 37°c

MEDIO
LIQUIDO

TINCION DE PRUEBA DE - STREPTOCCUS
GRAM [ CAMP %% AGALACTIAE

|
V4
SEROLOGIA
Negativo sed PRUEBA DE g Negativo Positivo
LATEX

$ Se guardaran en
leche descremada a

—20 °C las colonias

positivas para

ANTIBIOGRAMA Ee=g Streptoccus a=d SEROTIPIFACION

agalactiae 3 copias

por cada unas de las

colonias

S

EXTRACCION
DE ADN

S  RTgPCR
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