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Resumen

Streptococcus agalactiae (S. agalactiae), es una causa importante de neumonia,
sepsis y meningitis con alto indice de mortalidad en neonatos. La colonizacién por
S. agalactiae, se produce por la exposicién del recién nacido al microorganismo
durante el parto a partir del tracto genital materno colonizado. La importancia de
realizar tamizacion de colonizacién de las gestantes antes del parto, radica en
definir el empleo de antibiéticos profilacticos y prevenir el desarrollo de la
infeccion en el neonato. Se requiere de métodos sensibles que garanticen la
recuperacion del microorganismo. El cultivo de muestras de regién perianal e
introito vaginal en caldo selectivo es la prueba de oro recomendada por el Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), una alternativa diagnostica es el uso
de medios cromogénicos, sin embargo, los cultivos requieren varios dias para
obtener resultados. Ademas se han evaluado métodos moleculares como PCR en
tiempo real con muy buena sensibilidad y especificidad. Presentamos las
caracteristicas de S. agalactiae, los métodos diagnésticos y los resultados
obtenidos en nuestro grupo de investigacion.
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Abstract

Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) is an important cause of pneumonia,
sepsis and meningitis with high mortality rate in neonates. Colonization by S.
agalactiae is caused by exposure of the newborn to the microorganism during
labor from the colonized maternal genital tract. The importance of screening for
colonization of pregnant women before delivery is to define the use of prophylactic
antibiotics and prevent the development of infection in the neonate. Sensitive
methods are required to ensure the recovery of the microorganism. The culture of
samples of perianal region and vaginal introitus in selective broth is the gold test
recommended by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC), an
alternative diagnosis is the use of chromogenic culture media, however, the
cultures require several days to obtain results. In addition, molecular methods such
as real-time PCR with very good sensitivity and specificity have been evaluated.
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We present the characteristics of S. agalactiae, the diagnostic methods and the
results obtained in our research group.

Streptococcus agalactiae

Es un patdgeno importante de neumonia, sepsis y meningitis con alto indice de
mortalidad en neonatos, es la primera causa de infecciones severas invasivas en
el recién nacido y en lactantes menores de tres meses. Ademas es un
importante agente de morbilidad infecciosa materna y un patégeno oportunista en
adultos con enfermedades cronicas predisponentes. En las mujeres embarazadas,
puede dar origen a infeccidn urinaria, corioamnionitis, endometritis y fiebre durante
el parto. Los factores maternos de riesgo asociados a la infeccion por S.
agalactiae son: parto prematuro (menos de 37 semanas), ruptura prolongada de
membranas (mayor de 18horas) y fiebre durante el parto (mayor de 38°C)

La colonizacién por S. agalactiae, se produce por la exposicion del recién nacido
al microorganismo durante el parto a partir del tracto genital materno colonizado, o
en el Gtero por via ascendente, siendo la tasa de transmision vertical del 50%(1-4).
Las cifras de colonizaciébn varian segun la region geogréafica, por factores
socioecondémicos. En ciertos paises desarrollados se encuentra entre 5% y 35%
(1), mientras que en las naciones en desarrollo oscila entre 4% y 20%. En
Latinoamérica, Argentina 10% (1), Brasil 18.4% (5), México 10.3% (6), Venezuela
32.7% (7), Chile 20% (2). En Colombia existen reportes variables de colonizacion
materna que van desde 0% hasta 25%(8-10).

La importancia de realizar tamizacién de colonizacion de las gestantes antes del
parto, radica en definir el empleo de antibidticos profilacticos y prevenir el
desarrollo de la infeccién en el neonato. Se requiere de métodos sensibles que
garanticen la recuperacion del microorganismo. Tanto la técnica de toma de
muestra como la metodologia empleada pueden incidir en la positividad de los
resultados obtenidos. El cultivo de muestras de region perianal e introito vaginal en
caldo selectivo y posterior inoculacion en agar sangre es la prueba de oro
recomendada por el CDC para detectar colonizacion por S. agalactiae (11). Una
alternativa diagnostica es el uso de medios cromogénicos, la sensibilidad, la
especificidad y los valores predictivos positivo y negativo del subcultivo en el
medio Chromld Strepto B del caldo de Todd Hewitt selectivo, evaluados en el
2011, fueron 98,8%, 100%, 100% y 99,7% respectivamente. (12). Sin embargo,
los cultivos requieren varios dias para obtener resultados y tomar las medidas
profilacticas adecuadas. Ademas se han evaluado métodos moleculares como
PCR en tiempo real con muy buena sensibilidad y especificidad (13-18)

MANIFESTACIONES CLINICAS

Actualmente, S. agalactiae es la principal causa de sepsis neonatal; sin medidas
de prevencion, su incidencia es de aproximadamente 3 casos por mil nacidos
vivos (entre el 1 y el 2% de los recién nacidos colonizados por S.agalactiae). La
infeccion suele manifestarse en las primeras horas de vida bajo la forma de
neumonia, sepsis 0 meningitis, con una mortalidad préxima al 10% (0,2- 0,5 casos
por mil nacidos vivos) y a un porcentaje de secuelas del 30% entre los



sobrevivientes (19). Aunque la existencia de factores obstétricos de riesgo
aumentan la probabilidad de infeccion en el recién nacido, sélo en la mitad
aproximada de los que presentan una sepsis neonatal se identifica algun factor de
riesgo. Por la aparicion de sintomas la sepsis neonatal se clasifica en precoz y
tardia; la precoz se presenta dentro de las primeras 72 horas de vida y la tardia,
gue se considera fundamentalmente intrahospitalaria, se manifiesta pasadas las
72 horas de vida (20). S. agalactiae es también una causa importante de
infecciones en gestantes y puérperas: corioamnionitis, endometritis postparto,
infeccion de la herida quirdrgica tras ceséarea e infeccion del tracto urinario. La
bacteriuria por el S.agalactiae durante el embarazo se asocia con un mayor riesgo
de parto pretermino y rotura prematura de membranas, probablemente reflejo de
un mayor inéculo vaginal.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

S. agalactiae es una bacteria , anaerobia facultativa que puede crecer en medios
de cultivo simples, aunque los medios suplementados con sangre 0 suero
favorecen su crecimiento. A las 18-24 horas de incubacién en agar sangre a
35°C, las colonias son de unos 2 mm de diametro, lisas y 3-hemdlticas, aunque
existen algunas cepas no hemoliticas; es un coco Gram positivo, catalasa y
oxidasa negativa, hidroliza el hipurato sodico, es resistente a la bacitracina (92-
98%), al timetropim-sulfametazol. Fermenta la maltosa, glucosa, sacarosa,
trehalosa y glicerol, aunque algunas cepas no son capaces de fermentar la
trehalosa y glicerol, produce una proteina extracelular termoestable conocida
como factor CAMP.

FACTORES DE VIRULENCIA

Posee una serie de factores de virulencia codificados entre otros por el gen cps
gue codifica la capsula y genes que codifican proteinas de superficie, necesarios
todos para la interaccion celular huesped-bacteria. La proteina Rib, muy asociada
a las cepas invasivas es codificada por el gen rib. La enzima de superficie ScpB
(Cha peptidasa) codificada por el gen scpB, estd involucrada en el dafio a
neutrofilos y en la union de la fibronectina para promover la adherencia y la
invasion bacteriana de las células epiteliales. El gen cylE codifica una 3-hemolisina
gque es una toxina asociada a la injuria de tejidos y diseminacion sistémica
contribuyendo a la meningitis (24)

CULTIVOS MICROBIOLOGICOS

Habitualmente se toma como método de referencia lo sugerido por el CDC, esto
es, sembrar las muestras en un caldo selectivo como el de Todd Hewitt
suplementado con gentamicina (8 ug/ml) o colistina (10 ug/ml) y acido nalidixico
(15 pg/ml). Los caldos deben incubarse durante 18-24h a 35 °C en atmoésfera
aerobica o con 5% de CO,; luego se subcultiva en placas con agar sangre de
carnero, las cuales se deben inspeccionar a las 24h y si no se observan colonias
sospechosas de S. agalactiae, se vuelven a incubar durante 24h adicionales.
(CDC, 2002) .Una alternativa diagnostica es el uso de medios cromogénicos,



existen en el mercado diferentes agares los cuales permiten la recuperacion de S.
agalactiae con una buena sensibilidad y especificidad (29), son medios selectivos
y diferenciales para la rapida deteccion del microorganismo, las colonias
caracteristicas de S. agalactiae tendran colores caracteristicos dependiendo de la
composicion del medio.

En el medio New Granada las cepas betahemoliticas de S. agalactiae producen
colonias de color naranja a salmon debido al pigmento propio del microorganismo
(granadaeno, un polieno asociado a rhamnosa y ornitina) (26). Sin embargo, la
estabilidad del medio New Granada es limitada, existen el mercado medios
comerciales que mejoran dicha estabilidad.

METODOS MOLECULARES

Se han evaluado métodos moleculares como PCR en tiempo real, obteniendo
resultados prometedores en cuanto a mejoramiento de sensibilidad y especificidad
frente a los métodos convencionales, entre los blancos moleculares evaluados se
encuentran ensayos dirigidos a 16S rRNA, al gen cfb que codifica el factor
CAMP, al gen scpB que codifica la peptidasa C5a, gen rib, gen sip, una proteina
inmunogénica de superficie, gen cylE que codifica una B-hemolisina que es una
toxina asociada a la injuria de tejidos y diseminacion sistémica. Encontrando
diferentes resultados en cuanto a sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivos y negativos.

En un estudio realizado en chicago (25), la sensibilidad y especificidad de la PCR
en tiempo real, fue del 95.8%, y del 64.5% respectivamente y las del cultivo
fueron del 83.3% y 80.6%. Los resultados del estudio realizado en Canada fueron
sensibilidad y especificidad de 90.5% y 96.1%, empleando una prueba rapida de
PCR (15). El estudio realizado en Beijing demostré una positividad de 3.4% por
cultivo y de 9.2% por PCR en tiempo real (16). En el estudio realizado en
Washington la sensibilidad y especificidad del ensayo de PCR en tiempo real fue
de 86.8% y 95.2% (17). La evaluacion realizada por Fabien Rallu en Canad4, de
los ensayos de scpB PCR mostraron una sensibilidad de 99.6% y especificidad de
100%, los de la cfb PCR sensibilidad de 75.3% y especificidad de 100%, y para el
cultivo la sensibilidad fue de 42.3% y especificidad de 100%.(18). El ensayo de
amplificacion de acidos nucleicos por PCR en tiempo real realizado en Boston,
mostro una sensibilidad de 90.8%; y especificidad de 97.6% (13). Los métodos
automatizados basados en PCR en tiempo real como son el Xpert GBS de
Cepheid (27) y LightCycler Strep B de Roche (28) muestran sensibilidades del
90 al 95% y especificidades del 99 al 100%.

AVANCES DE NUESTRO GRUPO DE INVESTIGACION

Nuestro grupo viene trabajando en esta linea para evaluar diferentes metodologias
aplicables a nuestra region y necesidades particulares.

Llevamos a cabo un estudio descriptivo de corte. La poblacién estudiada fueron
362 mujeres gestantes que consultaron en el periodo comprendido entre febrero y
octubre de 2008, de ellas, 296 ingresaron al servicio de hospitalizacion de



ginecoobstetricia del Hospital General de Medellin y 66 consultaron en el
programa de control prenatal de diferentes instituciones prestadoras de servicios
(IPS) de la ciudad. a las cuales se les tomaron muestras con hisopo del introito
vaginal y de la region anal. Las muestras se cultivaron simultaneamente en agar
Nueva Granada y caldo Todd Hewitt con suplemento de antibioticos, a partir del
cual se hizo un subcultivo en agar sangre de carnero al 5%. Los resultados
obtenidos fueron: En 21 (5,8%) de 362 embarazadas se aisl6 S. agalactiae. En
relacion con los métodos utilizados, se encontro que 7 (33,3%) de los aislamientos
se recuperaron por ambos métodos, 5 (23,8%) se recuperaron solo en agar Nueva
Granada y 9 (42,8%) soOlo en caldo Todd Hewitt. Al comparar el método de
recuperacion en agar Nueva Granada con el método de referencia, puede
afirmarse que la sensibilidad fue de 44% (1C95% 0,19 - 0,68), el valor diagndstico
positivo de 58% (1C95% 0,37 - 0,88), la especificidad de 99% (1C95% 0,97 - 1) y el
valor diagndstico negativo de 97% (1C95% 0,96 - 0,99) (Tabla 1)

Tabla 1. Recuperacién de Streptococcus agalactiae por ambos métodos

PATRON DE ORO

+ - Total
Agar Nueva + 7 5 12
Granada - 9 341 350
Total 16 346 362

e Comparacion de métodos para la recuperacion y determinacién de la prevalencia de
Streptococcus agalactiae en mujeres gestantes de Medellin (9)

Al revisar las historias clinicas de las mujeres gestantes positivas para S.
agalactiae, se observdO que todas habian recibido tratamiento y no hubo
transmision de la infeccion a los recién nacidos hasta la fecha de la revision.

Otro de nuestros trabajos tuvo como objetivo determinar el Perfil de sensibilidad
de S. agalactiae obtenido a partir de muestras de introito vaginal y region perineal
de mujeres gestantes de Medellin mediante un estudio descriptivo de corte en el
cual se determino el perfil de sensibilidad de asilamientos de S. agalactiae
obtenidos de muestras de introito vaginal y region perineal de mujeres gestantes
de la ciudad de Medellin en el periodo 2008-2010. Los aislamientos de S.
agalactiae se recuperaron al sembrar las muestras en medio caldo Todd Hewitt
con suplemento de antibidticos, a partir del cual se hizo un subcultivo en agar
sangre de carnero al 5%. A los 50 aislamientos obtenidos se les evalué el perfil de
sensibilidad antimicrobiana utilizando la técnica de Kirby-Bauer,.Se estudiaron 700
mujeres gestantes de los estratos socioeconémicos 1, 2 y 3 de Medellin,
pertenecientes al régimen subsidiado o contributivo. En 50 (7.14%) se aislo S.
agalactiae. De las 50 cepas estudiadas el 100% fueron sensibles a Ampicilina y
Vancomicina, 72% a Eritromicina y Clindamicina y 25% a Tetraciclina.Figura 1.
Ademas, en los aislamientos con resistencia a Clindamicina y Eritromicina (28%),
los mecanismos observados fueron: MLSB inducible en 2 de los 14 aislamientos
(14.2%) y en 12 (85.8%) MLSB constitutivo (29)



Figura 1. Perfil de sensibilidad a antibidticos de S. agalactiae

Perfil de sensibilidad a antibioticos de
S. agalactiae

72%

100% 72%

En el periodo comprendido entre Enero-Julio 2016, realizamos un estudio
descriptivo prospectivo, se determind una muestra a conveniencia de 150 mujeres
gestantes entre las pacientes que consultaron en una Sede de Dinamica IPS, en
el cual el criterio de inclusién fue: ser gestante entre la semana 35 - 37 y la
declaracion de voluntad de participar en el estudio por parte de la gestante
mediante la firma del consentimiento informado y de exclusion el uso de
antibioticos en el momento de toma de la muestra. La informaciéon fue procesada
en SPSS version 22.0.

A las pacientes incluidas, se les tomd muestra con hisopo del introito vaginal y de
la region anal. Las muestras se procesaron simultdneamente para qPCR, cultivo
en caldo selectivo con posterior siembra en agar sangre de carnero y medio
cromogénico para S. agalactiae STRB (ChromIDTMStrepto,BioMérieux SA.).
Todas las colonias compatibles con S. agalactiae se identificaron mediante
SISTEMA VITEK 2(BioMérieux SA).

En el estudio fueron incluidas 139 pacientes con una edad promedio de 26 afios,
(DS 5,8). La prevalencia de colonizacion por S. agalactiae en las gestantes fue de
20,9% (29 Muestras) de acuerdo con la prueba de oro , 22,3% (31 muestras) por
agar cromogénico STRB y 36% (50 Muestras) por gPCR (Tabla 2).



Tabla 2. Colonizacion por Streptococcus agalactiae por los tres métodos
evaluados

Gold estandar STRB qPCR

Colonizacion Frecuencia  porcentaje Frecuenda porcentaje Frecuenca porcentaje

NEGATIVO 110 79,1 108 (g4 89 64
POSITIVO 29 20,9 31 223 50 36
Total 139 100 139 100 139 100

Los resultados de gPCR y cultivo se compararon para calcular sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo. Los resultados encontrados al
comparar la gPCR con el gold estandar fueron: sensibilidad 79,31% (IC del 95%:
0,61-0,90), especificidad 75,45% (IC del 95%: 0,66-0,82), valor predictivo positivo
46% (IC del 95%:0,32-0,59) y negativo 93,2% (IC del 95%: 0,86-0,96). Al
comparar las pruebas diagnosticas gPCR vy cultivo en agar cromogénico STRB:
sensibilidad 83,78% (IC: 95%: 0,69-0,92), especificidad 78,3% (IC: 95%: 0,69-
0,85),valor predictivo positivo 57,41% (IC: 95%:0,44-0,69)y negativo 93,2% (IC:
95%: 0,86-0,96).

CONCLUSION

Se requieren metodologias diagndsticas que permitan detectar la real prevalencia
de colonizacién por S. agalactiae en nuestro medio, por lo que consideramos
esencial continuar evaluando diferentes blancos moleculares como los genes cfb,
cylE y scpB.
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