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PREVALENCIA DE LA CLONA DE ALTA VIRULENCIA (CAV) DE ESTREPTOCOCO

DEL GRUPO B EN UNA MUESTRA DE AISLADOS EN MEXICO.

RESUMEN.

Antecedentes. Estreptococo del grupo B (EGB) o Sireptococcus agalactiae es la causa mas
frecuente de sepsis y meningitis neonatal en paises desarrollados. En estudios previos en
México se detecté colonizacién por EGB en 10.3% de las mujeres embarazadas e infeccion
neonatal en 1 de 1500 recién nacidos vivos con una letalidad de 38.5%. Una clona de alta
virulencia (CAV) del serotipo III de EGB parece explicar la mayoria de la morbimortalidad
perinatal causada por EGB en paises desarrollados. Debido a una aldolasa mutante, la CAV
puede ser identificada por su incapacidad para crecer a 40°C. Un estudio previo en una
muestra de 57 aislados demosiré la existencia de esta CAV en México, con una prevalencia
del 5.2%.

Objetivo. Evaluar la prevalencia de CAV de EGB en una muestra de cepas atsladas en
Meéxice.

Disefio de estudio. Transversal-descriptivo.

Material y métodos. Se incluyeron 344 aislados de EGB obtenidos de portadores y de casos
de enfermedad en el Instituto Nacional de Perinatologia y el Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI durante el periodo de 1988 a abril de 1998 y de 1993 a 1997
respectivamente.

Una colonia aislada {ue precrecida a 37°C en un medio definido quimicamente {FMC) hasta
0.400 de densidad dptica (DO) a Agys nm. Una alicuota de este crecimiento fue inoculada a

dos tubos con 10 ml de FMC (DO inicial de 0.030 a 0.040), uno de estos tubos fue crecido a




37°C y el otro a 42°C midiendo la DO cada 30 minutos durante 4 horas. Algunos aislados de
crecimiento lento (27} fueron ensayados adicionando caldo Todd-Hewitt al medio FMC. Se
considerd con inhibicién del crecimiento a 42°C a todo aislado cepa con una densidad dptica
menor de dos veces a la obtenida a 37°C.

Las diferencias de crecimiento fueron comparadas por la prueba ¢ de Student y la asociacién
de aislados CAV con enfelrmedad y con los serotipos por la prueba X2

Resultados. De los 344 aislados ensayados, 46 (13.37%) tuvieron el patrén de crecimiento de
la CAV, cinco de las cuales presentaron una curva de crecimiento lento. La diferencia de las
medias de crecimiento entre los aislados CAV y No CAV a 42°C fue esladisticamente
significativa (p=0.005)

El origen clinico de los aislados fue: cervicovaginal 187 (54.4%), urocultivo 66 (19.2%),
espermocultivo 19 (5.5%), hemocultive 19 (5.5%), liquide cefatorraquideo 12 (3.5%),
exudado faringeo 4 (1.2%), absceso 3 (0.9%), punta de catéter vascular 2 (0.6%), aspirado
bronquial 1 (0.3%) y se desconocié ¢l origen clinico en 31 (9%) de los aislados.

E143.9% (151) de estos aislados fue del serotipo I, 13.7% (47) del serotipo I, 29.6% (102) del
serotipo 1, 3.8% (13) no tipificables y el 9.3% (32) el serotipo se desconocié.

De los 46 aislados CAV solo 10 correspondieron a casos de enfermedad causados por el
serotipe IIl y cinco fueron del serotipo I; sin embargo, en los aislados No CAV, 88 fueron de
casos de enfermedad, de los cuales el serotipo [II se encontrd en 27, el serotipo [ en 48 y el
serotipo Il en 7 aislados.

Conclusiones. Se confirma la existencia de la CAV en México. La prevalencia de CAV de
EGB en este estudio fue mayor que la reportada en el estudio previo. La CAV s¢ observé en

serotipos diferentes al serotipo I11 y no estuvo asociada a casos de enfermedad.




PREVALENCIA DE LA CLONA DE ALTA VIRULENCIA (CAV) DE ESTREPTOCOCO

DEL GRUPO B EN UNA MUESTRA DE AISLADOS EN MEXICO.

INTRODUCCION.

Desde 1938 se reporta la participacién del Streptococcus agalactiae 6 Estreptococo del
grupo B (EGB) en la infeccién humana. Al final de la década de los 1960s y principios de los
1970s se observé un incremento progresivo de infecciones graves por este microorganismo en
recién nacidos, lactantes y en mujeres embarazadas, desde entonces es la causa mis frecuente
de enfermedad invasiva neonatal en Estados Unidos de Norteamérica y en otros paises
desarrollados ya que ocasiona significativa mortalidad y morbilidad neonatal. (t-3). En
Meéxico y en otros paises en vias de desarrollo ha sido considerado como una causa poco
comdn en infecciones perinatales, tanto en el recién nacido como en las madres embarazadas o

en el puerperio (4).

Estudios realizados en Estados Unidos de Norteamérica han detectade colonizacion por
EGB en el 4.5 al 41% de las mujeres embarazadas, con una tasa de infeccion neonatal de 2 x
1000 recién nacidos y una letalidad del 5 al 20% promediando 5.8%. En este y otros paises
desarrollados, el serotipo I11 de EGB es la causa mas comiin de enfermedad invasiva neonatal
ya que se presenta hasta en dos terceras partes de los casos con enfermedad invasiva neonatal.
Sin embargo este serotipo III también es aislado de manera frecuente en portadores

asintomaticos, tanto en mujeres embarazadas como en recién nacidos (5,7).




La informacién sobre EGB en México es escasa. E! primer estudio fue realizado por
Antheny y cols. en mujeres México—Estadounidenses en el rea de los Angeles California, en
el que se reportd colonizacién en el 18.4% (8). Posteriormente Collado y colaboradores
enconiraron una colonizacién de !.5% en mujeres mexicanas embarazadas (9). Estudios
posteriores realizados en México en una institucion de tercer nive! de atencion (4,10,11),
detectaron una colonizacién por EGB de 10.3% de mujeres embarazadas mexicanas e
infeccién neonatal de 1/1500 recién nacidos vivos {0.6/1000}, no obstante, la letalidad fue de
38.5%, superior a ia reportada en los Estados Unidos de Norteamérica. Ademas, los serotipos
mas frecuentemente identificados fueron el la/c (33.3%) vy el Ia (24.2%)%, con una baja
prevalencia del serotipo Il aun en casos de enfermedad invasiva (3%). Con los resultados de
estos estudios la baja frecuencia de enfermedad invasiva por EGB se atribuyé a la baja
prevalencia de colonizacion por el serotipo III, sin embargo esto no explicaba la elevada

letalidad.

Aunque la serotipificacién es el método tradicionalmente usado para clasificar aislados
de EGB, el poder discriminatorio de este método es bajo (12), ya que algunos aislados de EGB
del serotipo III (el méas frecuentemente asociado con enfermedad invasiva) pueden ser
obtenidos tanto en casos de enfermedad como de portadores asintomiticos; ademas, algunos

aislados no pueden ser clasificados con este método.

Existen estudios en E.U. (1,6) que reportan una prevalencia de cepas no tipificables de
menos del 1%, en cambio, en el nico estudio donde se evalud los serolipos participando en

México la frecuencia de aislados no tipificables fue del 18.2% (10). No obstante, Palacios y




cols., encontraron que algunos aislados mexicanos no tipificables por el método estindar de
Lancenfield pueden ser serotipificadas a través de un método de extraccién enzimdtica no
icida. Ellos reportaron que la mayoria de estos aislados no tipificables correspondieron al
serotipo III y se demostré que estas cepas producen poco antigeno especifico de tipo (13). Con
estos resultados los autores sugieren que la hipdtesis que atribuia la baja incidencia de
enfermedad invasiva en México debido a la baja prevalencia de cepas del serotipo Il y a {a

alta prevalencia de cepas no tipificables es poco probable.

La encuesta seroepidemiolégica realizada en la Repiblica Mexicana en 1996, incluyd
2,269 sueros de mujeres en edad reproductiva y reporté que el 90% de la poblacion tiene
anticuerpos contra el antigeno de grupo de EGB, lo que sugiere que la poblacién mexicana

esta altamente expuesta at EGB (14).

Por otro lado, aunque {as cepas de EGB que colonizan el aparato genital materno
pueden invadir ¢l liquido amnidtico antes o durante el trabajo de parto, no todas causan
enfermedad invasiva en el recién nacido, asi mismo no todos los nifios colonizados desarrollan
enfermedad, esto sugiere que la colonizacién vaginal no es el Gnico factor de riesgo para
enfermedad neonatal sino que existen otros factores que pueden determinar el resultado de
colonizacion e infeccién en el desarrollo de enfermedad invasiva, tales como, el estado
inmune del huésped, la variacién de la virulencia entre las cepas de EGB y la ocurrencia de

factores de riesgo perinatal (1, 15-19).

Varios métodos moleculares han sido usados en investigacion epidemiolégica para la




clasificacién a nivel de subespecie de aislados de EGB y para analizar la correlacién de
genotipos particulares con enfermedad, no obstante no hay todavia un sistema que pueda

adecuadamente subtipificar a EGB y predecir enfermedad (16, 20,21).

Musser y cols. a través de electroforésis de multilocus enzimatico analizaron los
genotipes cromosdmicos de 128 cepas de EGB y encontraron que aistados sintetizando el
polisaciridc de tipo III pertenecen a dos diferentes lineas filogenéticas, que parecen tener
diferente potencial patogénico. La divisién filogenética I considerada como un tipo clonal con
un alte grado de virulencia, se asocié a la mayorfa de morbimortalidad causada por EGB
serotipo III tya quf. 80% de ellas fueron aisladas de casos de enfermedad invasiva). Esta
divisién I fue llamada "CLONA DE ALTA VIRULENCIA" (CAV) (8).

Resultados similares fueron obtenidos por Helmig y cols. en Dinamarca {15) y Quentin y cols.
en Francia (16). Estos @éudios confirman asi la estructura clonat de EGB, la diferencia en la
virulencia entre clonas, la dicotomia filogenética de aislados del serotipo 11T y la existencia de
un mimero limitado de clonas causantes de enfermedad invasiva. Sin embargo Hauge y cols.
(22} al analizar 91 aislados de EGB a través de andlisis de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccién de DNA (RFLP), encontraron la dicotomia filogenética de las cepas
que expresan el tipo I, la diferencia en el potencial patogénico entre los tipos clonales, pero

no la asociacién con enfermedad.

Esta clona de alta virulencia, posee varias caracteristicas fenotipicas inicas que la
hacen diferente de las cepas clasificadas como no ser de dicha clona, dentro de éstas tenemos

la produccion de niveles elevados de antigeno capsular & especifico de tipo ilf de alto peso




molecular, hialuronidasa, proteasa y 4cido lipoteicéico (23-31). Otras caracteristicas tinicas de
esta clona son la incapacidad para crecer en un medio de cultivo conteniendo 200 mM de
fosfato (32) y a2 40°C en un medio definido quimicamente (FMC) (33-35). Esta inhibicion de]
crecimiento se debe 2 una enzima fructuosa-1,6-bifosfato aldolasa mutante, sensible a aitas
temperaturas (fba) (36). Esta caracteristica de inhibicién ha sido utilizada para identificar
aislados de EGB que pertenecen a esta clona con una elevada sensibilidad y especificidad
(ambas del 100%). El grupo de Mattingly y cols. clonaron un fragmento de DNA de 3.5 Kb
asociado al gen de aldolasa, desde la cepa 181 de EGB del serotipo III de baja virulencia, ¢!
cual ha sido usado como sonda altamente especifica y sensible para identificar aislados que

pertenecen a la clona de alta virulencia (37-38).

Palacios y cols. evaluaron una muestra de 57 cepas de EGB aisladas en México a
través de experimentos de cambios en la temperatura de crecimiento y de RFLP utilizando la
sonda antes comentada encontraron dos patrones de restriccién de DNA, uno correspondié al
de los aislados clasificadas dentro de Ia clona de alta virulencia por Musser y cols (18). De las
57 cepas, 19 fueron del serotipo IIl y tres de ellas fueron identificadas como CAV. Con estos
hallazgos concluyeron que CAV existe en México aunque en baja prevalencia (38,39).

La aparente baja incidencia de casos de enfermedad invasiva en México podria ser
explicada por una baja prevalencia de la clona de alta virulencia en dicho pais; sin embargp,
esto no explica la elevada letalidad detectada en los estudios reatizados, ademas a pesar de

estos datos en México se desconoce la prevalencia real de la clona de alta virulencia.




OBJETIVO GENERAL.

El objetivo de este estudio fue evaluar la prevalencia de la ciona de alta virulencia de
EGB en una muestra de aislados en México a través de experimentos de cambio en la

temperatura de crecimiento en un medio definido quimicamente (FMC).

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-Identificar a la CAV de EGB a través de la caracteristica de inhibicion del crecimiento
a 40°C en un medio definido quimicamente (FMC).

-Evaluar la prevalencia de CAV de EGB en la muestra estudiada.

-Evaluar si la CAV de EGB identificada a través de la caracteristica de inhibicién de

crectmiento a 40°C es exclusiva del serotipo IIL.




MATERIAL Y METODOS.

Discfio de estudio: transversal y descriptivo.

AISLAMIENTOS.

Los aislados de EGB estudiados en su mayoria fueron obtenidos del Banco de cepas
del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), (desde 1988 sc busca intencionadamente EGB
en toda mujer embarazada y recién nacido en este instituto) y otros aislados fueron obtenidos
del laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, IMSS (HPCMNSXXI); ambas instituciones de la Ciudad de México. Los
experimentos fueron realizados en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI,

IMSS.

El origen clinico de los aislados fue obtenido de los registros de los laboratorios de
Microbiologia del INPer y del Hospital de Pediatria. Se considerd casos de enfermedad a los
aislados obtenidos de hemocultive, urocultive, cultivo de liquido cefalorraquideo (LCR),
absceso, aspirado bronquial y punta de catéter vascular y, fueron considerados como aislados

de portadores a los cultivos cervicovaginales, espermocultivos y de exudados faringeos.




CEPAS CONTROL.

La cepa 110, fue usada como control CAV. Esta cepa fue aislada de un paciente con
meningitis de inicio tardio, con caracteristicas fenotipicas de alta virulencia, el patrén de
restriccién por multilocus enzimatico de la CAV (division 1 de Musser) (18), y que es inhibida
2 40°C en un medio definido quimicamente (35).

Las cepas 181 y D136¢ se utilizaron como contro]l no CAV, las cuales fueron aisladas de
- portadores asintomiticos, tienen caracteristicas fenotipicas de baja virulencia, un patrén de
restriccidn por mudtilocus enzimatico diferente a CAV (division [ de Musser) y crecen a 40°C

en un medio definido quimicamente (18,35).

IDENTIFICACION DE GENERQ Y ESPECIE DE LOS AISLADOS.

Todos los aislado;f. fueron identificados a nivel de género y especie a través de los
métodos bacterioldgicos estindar (morfologia colonial, tincién de Gram, la prueba de catalasa,
la prueba de CAMP y aglutinacién de titex}, La serotipificacién de cada aislado se realizé por
la técnica de aglutinacién de latex (Pastorex Strepto B, Diagnoestic Pasteur, Mames la
Coquette, Francia). Este procedimiento se llevé a cabo de manera cegada para el alumno quién
desconocia el serotipo durante la realizacidn de los experimentos de crecimiento a diferentes

temperaturas.

EVALUACION DEL CRECIMIENTO.

Cada aislado fue inicialmente cultivado en placa de agar sangre de camnero al 5% a




37°C durante 16 a 24 horas antes de cada experimento. Un medio definido quimicamente
(FMC}) con 65 mM de fosfato de sodio y un pH entre 6.5 y 7.0 fue preparado y usado para los
experimentos de cambio en la temperatura de crecimiento. (33-35). El crecimiento fue
monitorizado con un espectrofotémetro (Spectronic 21, Bausch & Lomb) a una Agzsnm. La
densidad éptica (DO) fue multiplicada por 1000 (1 UDO equivale a 0.43ug de peso celular
seco por ml 6 8.0x10° Unidades Formadoras de Colonia por ml).

El medio de cultivo fue modificado por la adicién de caldo Todd-Hewitt a una concentracién
de 700 ug/ml para el estudio de las cepas de crecimiento lento en el medio definido
quimicamente. Se ha demostrado que esta concentracién no altera ia inhibicién de crecimiento

2 40°C de tales aislados CAV (38).

EXPERIMENTOS DE CAMBIO EN LA TEMPERATURA DE CRECIMIENTO.

Dos a tres colonias aisladas en agar sangre fueron inoculadas en el medio FMC e
incubadas a 37°C en bafio Marja circulante hasta alcanzar 0.400 6 0.500 de DO (fase
exponencial-media). Una vez alcanzada la DO el cultivo fue enfriado inmediatamente en hielo
al menos por 30 minutos. Posteriormente dos tubos con 10 ml de FMC fresco fueron
inoculados con una alicuota de aproximadamente 625 ul del cultivo inicial, para obtener 0.030
a 0.040 de DO. Uno de estos tubos fue incubado en batio Maria a 37°C y €l otro a 42°C. El
crecimiento en ambas temperaturas fue monitorizado cada 30 minutos durante 4 horas. La
incapacidad para crecer a 42°C fue definida como la inhibicién de al menos dos veces de la
densidad Gptica alcanzada a 37°C durante este periodo de tiempo. Cada cepa fue analizada por

lo menos en dos ocasiones.




ANALISIS ESTADISTICO.

Para comparar las diferencias en crecimiento entre aislados clasificados como CAV y
No CAV se utilizé la prueba ¢ de Student para muestras independientes. El crecimiento a las
dos temperaturas ensayadas de los aislados, tanto CAV como No CAV, fue comparado con la
prueba ¢ de Student para muestras pareadas. Para evaluar la asociacion de aislados CAV con
enfermedad y su distribucion por serotipos se utilizé la prueba X* y se midié la Razén de
momios con IC al 95%. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo

(40).




RESULTADOS.

Se evaluaron 350 cepas de EGB aisladas de portadores y casos de enfermedad en el
INPer y en el HPCMN SXXI recolectadas en el periodo de 1988 a abril de 1998 y de 1993 a
1997 respectivamente. Debido a que seis aislados se eliminaron por presentar crecimiento
lento aun en el medio definido quimicamente (FMC) adicionado con caldo Todd-Hewitt, lo

cual impedia su clasificacién como CAV o No CAV, se incluyeron en el estudio 344 aislados.

De los 344 aislados ensayados, 41 (11.9%) presentaron una curva con inhibicién del
crecimiento a 42°C semejante al control positivo 110 por lo cual, fueron clasificadas como
CAV (figura 1). El promedio de crecimiento a las cuatro horas a esta temperatura para los
aislados CAV fue de 115.1 + 49 UDO (X+DS) mientras que a 37°C el crecimiento final fue de

972.6 + 83.2 UDQ (p<0.001) (Tabia 1),

Por otro lade, 276 (80.23%) aislados no presentaron inhibicién de su crecimiento a
42°C, por lo que fueron clasificados como No CAV. Estos aislados tuvieron un promedio de

crecimiento a 37°C a las cuatro horas de 985.8 + 91.1 UDO y a42°C de 920.9 + 89.8 UDO (p

no significativa {NS}} (Figura 1).

Del total de las muestras estudiadas, 27 aislados (7.8%) presentaron una curva de
crecimiento lento en FMC, los cuales tuvieron un promedio de crecimiento a 37°C de 218.4 +

117.3 UDO y a 42°C de 190.7 + 102.4 UDO (p NS) (Figura 2), por lo cual, estos aislados



fueron ensayados en medio FMC adicionado con caldo Todd Hewitt (700 ug/ml). Con este
método, 22 aislados fueron clasificados como No CAV con un promedio de crecimiento a
37°C de 580.8 + 157.6 UDO y 2 42°C 570.8 + 113.5 UDO (p NS), mientras que cinco aislados
presentaron una curva de crecimiento semejante a los aislados CAV, de 830 + 34.6 UDO a

37°C y de 228+ 50.7 UDO a 42°C (p < 0.001) (Figura 3).

Las curvas de crecimiento de algunos aislados clasificados como CAV y No CAV asi
come de las cepas control se presentan en la figura 4, con el propésito de ejemplificar la
diferenciacion entre las curvas de crecimiento. Los aislados 72 y 185 presentan una curva de
crecimiento semejante al control positive 110, el cual pertenece a la division [ de Musser,
mientras que los aislados 159 y 128 al control negativo 181, aislados de la divisién II de

Musser (18).

La diferencia en los promedios de crecimiento a 42°C medidos en unidades de
densidad éptica (UDO) x 1000 entre aislados CAV (115.1 + 49 UDOQ) y No CAV (9209 +

89.8 UDO) fue estadisticamente significativa (p <0.001) (Tabla 1).

El tiempo minimo necesario para observar una diferencia significativa entre las curvas
de crecimiento a 37°C y 42°C de los aislados CAV fue de una hora (p<0.001), mientras que
para las cepas CAV ensayadas en FMC adicionado con Todd-Hewitt fue de dos horas

(p=0.006) (Figura 1 y 3).

La prevalencia de la clona de alta virulencia encontrada en la muestra estudiada fue de




13.4% (46/344) (Tabla 2), mientras que los aislados clasificados como No CAV fue 86.6%
(298/344). Asi mismo en los casos de enfermedad, 15 de 103 aislados (14.6%) fueron CAV y

de los aislados obtenidos de portadores de 210, 28 (13.3%) fueron CAV (Tabla 3}.

El origen clinico de los aislados fue: cervicovaginal 187 (54.4%), urocultive 66
{19.2%), espermocultivo 19 (5.5%), hemocultive 19 (5.5%), liquido cefalorraquideo 12
(3.5%), exudado faringeo 4 (1.2%), absceso 3 (0.9%), punta de catéter vascular 2 (0.6%),

aspirado bronquial 1 (0.3%) y se desconacido en 31 (9%) (Tabla 4).

Del total de los aislados, 277 (88.5%) fueron obtenidos de personas adullas, de los
cuales 67 (24.2%) fueron de casos de enfermedad (66 urocultivos y un absceso) y 210 (75.8%)
de portadores (187 cervicovaginales, 19 espermocultivos, y cuatro exudados faringeos);
mientras que 36 (11.5%) aislados fueron de recién nacidos todos ellos con enfermedad (12
LCR, 19 hemocultivos, dos abscesos, dos de punta de catéter y uno de aspirado bronquial). La
distribucién de los serotipos con respecto al estado portador y c'asos de enfermedad de los

aistados CAV y NO CAV se presenta en la Tabla 5.

La distribucién por serotipos fue la siguiente: el 43.9% (151) correspondié al serotipo
I, 13.7% (47) al serotipo II, 29.6% (102) al serotipo III, 3.8% (13) no tipificables y el 9.3%

(31) el serotipo no se pudo determinar (Tabla 4).

De los 46 aislados clasificados como CAV, 15 (32.6%) fueron obtenidos de casos de

enfermedad, de ellos ocho (53.3%) fueron de adultos (siete urocultivos y un absceso) y siete




(46.6%) de recién nacidos (cuatro de LCR y tres hemocultivos); 28/46 (60.1%) aislados fueron
obtenidos de portadores (25 cervicovaginales y tres espermocultivos). El origen clinico de tres

aislados fue desconocido (6.5%).

El serotipo III present6 un predominio en los aislados clasificados como CAYV ya que
35 aislados (76.1%) de los 46 fueron de este serotipo. De esos 35 aislades, 10 fueron de casos
de enfermedad {(cuatro urocultivos, tres hemocultivos, dos LCR y un absceso) y 23 de
portadores {20 cervicovaginales y tres espermocultivos). En dos aislados el origen clinico se
desconocid. Seis aislados clasificados como CAV (13%}) fueron del serotipo 1, de los cuales
cinco fueron obtenidos de casos de enfermedad (dos de LCR y tres urocultivos) y en uno el
origen clinico se desconocié. Asi mismo, cuatro aislados cervicovaginales ol:.'tenidos de
portadores y clasificados como CAV fueron del serotipo II (8.7%) y uno fue no tipificable

{2.2%), €l cual también fue un aislado cervicovaginal (Tabla 4).

En la Tabla 2 se observa la relacién entre la distribucién por origen clinico de aislados
clasificados como CAV con el serotipo III, mientras que en la Tabla 3 muestra la relacion de

aislados clasificados como CAV y el serotipo III con los casos de enfermedad y de portador.
Aungue la mayoria de los aislados clasificados como CAV fueron del serotipo Il
(p<0.001), el aislamiento de la CAV de este serotipo no se asocié a un mayor resgo de

enfermedad (RM 1.15, IC 95% 0.56-2.34; p=0.80).

Por otro lado, de los aislados clasificados como No CAV, 88 (29.5%) fueron obtenidos




de casos de enfermedad; de ellos 59 (67%) fueron de adultos (todos de urocultivo) y 29 (33%)
de casos neonatales (8 de LCR, 16 hemocultivos, dos de abscesas, dos de punta de catéter y
uno de aspirado bronquial). Ciento ochenta y dos (67.4%) fueron aislados de portadores (162
cervicovaginales, 16 espermocultivos, y cuatro exudados faringeos), no obstante, en 28 (9.4%)

aislados se desconocié el origen clinico.

La mayoria de los aislados clasificados como No CAV fueron del serotipo [, siendo
145 (48.6%) de 298 aislados, de cllos 30 se asociaron a casos de enfermedad en adultos,
(todos de wrocultivos) y 16 a casos neonatales (10 hemocultivos, cuatre de LCR, uno de punta
de catéter y uno de aspirado bronquial). 88 fueron aislados de portadores (75 cervicovaginales,
11 espermocultivos y dos de exudado faringeos) y en 11 el origen clinico fue desconocié. El
14.4% (43) de los 298 clasificados como No CAV fueron del serotipo 11, de los cuales, 30
fueron obtenidos de portadores (todos de origen cervicovaginal), cuatro de casos de
enfermedad en adultos (urocultivos) y tres de casos de enfermedad neonatal (un LCR y dos
hemocultivos). El origen clinico se desconocié en seis. Sesenta y siete (22.5%) aislados No
CAV correspondieron al serotipo I1I, 17 de ellos fueron de casos de enfermedad de adultos
(todos de urocultivos) y nueve de recién nacidos (tres de LCR, tres hemocultivos, dos abscesos
y uno de punta de catéter). Los aislados obtenidos de portadores fueron 35 (31
cervicovaginales, tres espermocultivos y uno de exudado faringeo). En seis aislados de este
serotipo se desconocid el origen clinico. El 4% (12) de los aislados No CAV fueron No
tipificables, nueve de estos fueron obtenidos de portadores (ocho cervicovaginales y un
espermocultive), uno de enfermedad en adultos (urocultivo) uno de enfermedad neonatal

(hemocultivo} y uno sin origen clinico. En 31 aislados (10.4%) No CAV el serotipo se
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desconocié, de ellos 20 fueron obtenidos de portadores (18 cervicovaginales, un
espermocultivo, un exudado faringeo); siete urocultivos se obtuvieron de casos de enfermedad

en adultos y de cuatro aislados el origen clinico se desconocié (Tabla 4).




DISCUSION.

Aunque Estreptococo det grupo B (EGB) es el agente patdgeno que con mayor
frecuencia se aisla en infecciones neonatales, tante en Estados Unidos de Norteamérica como
en Europa, en México es considerado una causa poco frecuente de infeccion perinatal. Sin
embargo, la letalidad atribuida a EGB en un estudio realizado en México fue seis veces
superior al promedio reportado en Estados Unidos de Norteamérica (5.8% vs 38.5%) {1-4,11).
Asi misme, otros estudios demostraron que la poblacién mexicana esta altamente expuesta a
EGB y que el serotipo III, mas frecuentemente relacionado con enfermedad invasiva en paises

desarrollados, tiene una frecuencia mas elevada a la reportada en estudios iniciales en este pais

(13,14).

Una clona de alta virulencia (CAV) de EGB fue recientemente identificada y se ha
sugerido que es la responsable de la mayoria de la morbimortalidad perinatal en paises
desarrollados (18). Esta clona tiene varias caracteristicas fenotipicas tinicas, dentro de las
cuales se encuentra la incapacidad para crecer 2 40°C en un medio definido quimicamente
(FMC). Examinando la base molecular de la inhibicion del crecimiento a 40°C se ha
identificado que una fructuosa 1-6 bifosfato aldolasa sensible a altas temperaturas (fba} es la
responsable de esta inhibicion. Esta aldolasa pierde el 75% de su actividad enzimatica cuando
un aislado CAV ¢s incubado a 40°C. Esta caracteristica ha sido usada como un marcador

altamente especifico y sensible para identificar a la clona de alta virulencia de EGB (35,36).
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Mattingly y cols. en EU, asi como Palacios y cols. en México (35,38), identificaron a la
CAYV de EGB a través de estos experimeitos de cambio en la temperatura de crecimiento (37
vs 40°C). En el presente estudio la inhibicidn del crecimiento tanto del control positive CAV
como de los aislados mexicanos examinados se observd a 42°C. Una posible explicacion de
estos hallazgos, es la diferencia en la altitud del area geografica en donde se realizaron los dos
estudios previos, los cuales fueron hechos en San Antonio Texas, E.U., mientras que el
presente estudio fue realizado en la cindad de México. Estas ciudades se encuentran a $0 y

2,400 metros sobre el nivel del mar respectivamente (41).

Con este método, en el presente estudio se confirmé la existencia de la CAV en
México con una prevalencia de 13.4%, cifra mis alta que la reportada por Palacios y
colaboradores, (5.2%)38). No obstante, en este ultimo estudio solo se analizaron 57 aislados
mexicanos de EGB, de un estudio inicial disefiado para evaluar aislados no tipificables
(13,38). Aunque la muestra evaluada correspondié a aislados que en su mayoria fueron
colectados de personas atendidas en un centro de atencion de tercer nivel para poblacién con
alto riesgo perinatal, los resultados de este estudio sugieren una prevalencia mayor de la CAV

en México a lo previamente reportado.

La prevaiencia en este estudio fue 2.5 veces maés elevada que !a reportada en el estudio
de Palacios y cois (38). En este iltimo estudio los autores atribuyen ia baja incidencia de
enfermedad a la baja prevalencia de la CAV en México, sin embargo, con los resultados del
presente estudio, esa hipdtesis es poco probable. Ademas de la diferencia en la caracteristica

de la muestra estudiada por Palacios y cols., con respecto a la muestra del presente estudio,
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otra posible explicacién de la prevalencia encontrada, es que la prevalencia de la colonizacion
por la CAV haya tenido un incremento en esta poblacion. Se desconoce si existen factores

particulares en {a poblacion estudiada que influyan en la prevalencia de la CAV.

Del total de la muestra estudiada, 33 aislados presentaron una curva de crecimiento
lento tanto a temperatura de 37°C como a 42°C. Sin embargo, al adicionar caldo Todd-Hewitt
al medio FMC (700 ug/ml) 27 de los 33 aislados pudieron ser clasificados, de los cuales cinco
fueron CAV y 22 No CAV. Solo seis aislados presentaron la misma curva de crecimiento
lento aun con la adicién del caldo Todd-Hewitt al medio FMC por lo que fueron excluidos del
estudio. Hasta el momento se desconoce la causa de este patron de crecimiento. Al adicionar
este medio enriquecido (contiene infusién de corazén de vaca, peptona, dextrosa y fosfato
disodico entre otros componentes), al medio FMC a la concentracion referida previamente, se
proporcionaron algunos elementos requeridos para el crecimiento de los aislados que crecieron
lentamente en FMC no suplementado sin modificar la inhibicién de crecimiento a 40-42°C de

los aislados CAV (38).

Por otro lado, se han buscado varios métodos para clasificar y subtipificar a EGB y
correlacionarlo con el desarrollo de enfermedad; sin embargo, no hay todavia algitin método de
subtipificacién que pueda predecir el desarrollo de enfermedad. Desde hace tiempo, fa
serotipificacion del antigeno capsular ha sido la técnica estindar para estudiar la relacién de
aislados de EGB con enfermedad, no obstante, este y otros métodos tales como el analisis de

plasmidos han sido poco ttiles en la subclasificacion de EGB (15, 16, 18, 20-22).
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Estudios realizados por Musser (18), Helming (15) y Quentin (16) en diferentes paises
han reportado la asociacién de la CAV del serotipo HI cen los casos de enfermedad invasiva.
Ademais, en el estudio realizado en México por Palacios y cols., los tres aislados clasificados
como CAV del total de 57, fueron del serotipo I y correspondieren a casos de enfermedad
(38). En cambio, a pesar de no contar con los datos clinicos detallados de los pacientes de los
cuales los aislados fueron obtenidos para el presente estudio, 15 de los 46 (32.6%) aislados
clasificados como CAV fueron de casos de enfermedad y de ellos 10 correspondieron al
serotipo III. De este modo, y contrario a lo reportado anteriormente, en este estudio no hubo
una asociacidn significativa entre 1la CAV del serotipo Il y enfermedad (RM 1.15, IC 95%
0.56-2.34; p=0.80). No obstante, aunque la CAV del serotipo III fue identificada en aislados
de portadores (23 de los 46 aislados CAV), la mayoria fueron de origen cervicovaginal y se
desconoce el estado clinico final de las pacientes y sus productos.

Se ha considerado que factores perinatales de alto riesgo participan en conjunto con la
virulencia de EGB en ¢l desarrollo de enfermedad (42). Estos factores de riesgo perinatal son
frecuentes en paises en desarrollo por las condiciones socioeconémicas que condicionan
limitaciones en el cuidado perinatal y en la atencién del nacimiento. Esto podria explicar la

elevada letalidad reportada previamente en México.

Por otro lado, aunque en el presente estudio la mayoria de los aislados clasificados
como CAV fueron del serotipo III (35/46, 76%), 11 de los 46 aislados (24%) fueron de
serotipos diferentes al tipo IIl (cuatro del serotipo II, seis del serotipo I y uno fue no
tipificable). En los estudios previos (15,16,18) la CAV de EGB fue identificada solo en

aislados del serotipo IIl. Los resultados de este estudio sugieren que la CAV de EGB pudiera
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no estar circunscrita al serotipo III y que aislados de alta virulencia pudieran ser encontrados
en ofros serotipos. Otra posible explicacién a este hallazgo es que esta caracteristica de

inhibicién del cecimiento a 40-42°C no es exclusiva de aislados CAV.

La distribucién por serotipos en el presente estudio fue la siguiente: serotipo I, 43.9%;
serotipo II, 13.7%; serotipo III, 29.6%; y no tipificables, 3.8%. En cambio, en un estudio
previo en México, se encontré que el 66.6% era del serotipo I, el 12% del serotipo I1, 3% del
serotipo Il y el 18.2% aislados no tipificables (10). Aunque en ambos estudios se observo el
predominio del serotipo I, el porcentaje de aislados del serotipo 111 y no tipificables fue
diferente. Esto podria deberse a las técnicas utilizadas para la serotipificacion, ya que en este
estudio se utilizé el métode de aglutinacién de litex, prueba que se realiza con células
completas, mientras que en el estudio previo se utilizé la técnica de precipitacion en tubo
capilar con antigenos preparados por extraccién acida caliente de Lancefield. Se ha
demostrado que con esa técnica se degradan algunos componentes acido libiles del
polisacindo capsular, entre los cuales se encuentra el cido sialico, el principal
inmunodeterminante del antigeno de tipo (43,44). Es probable también que enla prevalencia
de los serotipos de estos dos estudios verdaderamente haya cambios en su distribucion a través

del tiempo.

En el presente estudio se utilizé la incapacidad para crecer a altas temperaturas de la
CAV de EGB para evaluar la prevalencia de esta clona en una muestra de aislados en México.

Aunque la prevalencia encontrada fue mayor (13.4%) a la reportada en un estudio previo
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(52%), la proporcion de aislados CAV fue similar en casos de enfermedad y en portadores.
Estos resultados parecen poner en duda la aparente clevada virulencia de la CAV de EGB,
puesto que en el presente estudio esta clona fue identificada solo a través de una caracteristica
bicquimica no relacionada con virulencia y, ademds, no se evaluaron caracteristicas
directamente relacionadas con una mayor virulencia en los aislados. No obstante, como en
estudios previos la evaluacién de una coleccién de ﬁslados en €l presente, impidié controlar a
modificacién del efecto que pudieron haber condicionado diversos factores, tanto de la madre,
del embarazo, del parto como del producto de la gestacién, que se sabe incrementan la
susceptibilidad del huésped a la infeccion o, bien, incrementan el tamaiio del inéculo. Por otro
lado, conocer solo el sitio de aislamiento y no el estado clinico de la madre y del producto de
la gestacion, ni tampoco el padecimiento que motivo la toma de la muestra de la cual EGB fue
aislado, podria ser otro motivo por el cudl no se encontrd diferencia en Iz distribucién de
aislados CAV entre portadores y enfermos. Cabe entonces la pregunta ;los aislados
identificados como CAV en el presente estudio no son altamente virulentos?. Fste estudio no
fue disefiado para evaluar la virulencia de estos aislados, sino para identificar la CAV de EGB
utilizando una caracteristica que se ha demostrado s exclusiva de la CAV. La CAV de EGB
ha sido identificada en estudios previos a través de anlisis de multilocus enzimatico, RFLP y
por su inhibicién del crecimiento a altas temperaturas (15,16,18,35,38,39), y la concordancia
entre estas pruchas en dichos estudios fue del 100%. Asi, se ha propuesto la utilizacion de esta
ultima caracteristica como un método altamente sensible y especifico para identificar aislados
CAV. Por otro lado, se ha demostrado que los aislados CAV tienen caracteristicas fenotipicas
de alta virulencia que no tienen los aislados no clasificados en esta clona. Estas caracteristicas

han sido previamente descritas. Por todo lo anterior, la falta de asociacién con enfermedad
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invasiva de aislados identificados como CAV en el presente estudio no descarta que tales
aislados sean altamente virulentos. Si tales aislados son ulteriormente sometidos a pruebas que
permitieran identificar que, efectivamente, no expresan las caracteristicas relacionadas con
virulencia anteriormente descritas, entonces los aislados idenficados como CAV en el presente
estudio, corresponderian solo a una Clona Mutante en el Gen de Aldolasa y no a una CAV.
Actualmente el grupo de investigacién de este estudio esta evaluando la virulencia de aislados

identificados como CAV a través de un modelo animal de transmisién vertical.

Este estudio sugiere que la CAV a pesar de existir en México con una mayor
prevalencia a la reportada no esti asociada a los casos de enfermedad, asi mismo no esta
circunscrita al serotipo III, por lo que la baja incidencia de enfermedad y la elevada letalidad

reportada en México deber ser fuente de nuevas investigaciones.
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CONCLUSIONES,

~Con este estudio se confirma que la clona de alta virulencia de EGB, identificada a través de
su incapacidad para crecer a 42°C en FMC, existe en México.

-La prevalencia de la CAV de EGB en esta muestra fue de 13.4%, cifra 2.5 veces mayor al
estudio previo publicado por Palacios y colaboradores,

-La CAV de EGB habia sido identificada exclusivamente en aislados del serotipo III, en el
presente estudio se identifico a esta clona CAV en aislados de otros serotipos (24%).

Es probable que la CAV no este circunscrita a aislados del serotipo IIE 5 que aislamientos de
otros serotipos diferentes al tipo [1I sean altamente virulentos.

-A pesar de la presencia de CAV de EGB en México, no hubo asociacion de la CAV del

serotipo 111 de EGB con los casos de enfermedad
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TABLA 1. CRECIMIENTO A 37°C y 42°C DE 344 AISLADOS MEXICANOS DE
EGB EN UNIDADES DE DENSIDAD OPTICA (UDO).

No. DE CRECIMIENTO EN UDOQ (X1DS)
AISLADOS AISLADOS 37°C 42°C
CAV 41 972.6483.2 ——2— 115.1+49.1 >*
No CAV 276 985.8491.1 920.9+89.8
CREC. LENTO: 27 21841172, 192741024
CAV 5 830.0+ 346 228.0+ 50.6
No CAV 22 580.8+157.6 570.8+113.5

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) .
CAV: Clona de alta virulencia
No CAV: No clona de alta virulencia.
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TABLA 2. ORIGEN CLINICO DE AISLADOS DE EGB DEL SEROTIPO II1 Y SU
ASOCIACION CON LA CAV.

ORIGEN Total Serotipo HI CAV Serotipo III-CAV
CLINICO No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Cervicovaginal 187 (54.4) 51 (27.2) 25 (13.4) 20 (10.7)
Urocultivo 66 (19.2) 21 (31.8) 7 (10.6) 4 ( 6.1)
Espermocultivo 19 ( 5.5) 6 (31.6) 3 (15.8) 3 (15.8)
Hemocultivo 19 ( 5.5) 6 (31.6) 3 (15.8) 3 (15.8)
LCR 12 { 3.5) 5 (41.6) 4 (33.3) 2 (16.6)
E. Faringeo 4 (12) 1 (25.0) 0 ¢ 0.0) 0 ( 0.0)
Absceso 3(09 3(160.09 1 (33.3) 1 (33.3)
P. catéter 2 ( 0.6) ! (50.0) 0 (0.0) 0 (00)
Asp. Bronguial 1(03) 0(¢00) 0 (00) 0 (0.0)
Desconocido 31 ( 9.0) 8 (25.8) 3 (96.8) 2 ( 6.4)
Total 344 (100.0) 102 (29.6) 46 (13.4) 35 (10.7)

CAV: Clona de alta virulencia de EGB
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TABLA 3. ASOCIACION ENTRE AISLADOS DE EGB DE PORTADORES Y DE
CASOS DE ENFERMEDAD CON EL. SEROTIPO III Y LA CAV.

TOTAL Serotipo I1I CAV Serotipo ITI-CAV

No. (%) No. (%) No. (%) Na. (%)
PORTADOR 210 (67) 58 (27.6) 28 (13.3) 23 (10.9)
ENFERMEDAD 103 (33) 46 (44.6) 15 (14.6) 10.{ 9.7)
TOTAL 313 (100) 104 (33.2) 43 (13.7) 33 (10.54)

CAV: clona de alta virulencia de EGB.
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TABLA 5. SEROTIPOS DE 313 AISLADOS MEXICANOS DE EGB CLASIFICADOS

COMO CAV Y No CAV, DE ACUERDO A SU ORIGEN CLINICO (DE
ENFERMEDAD O DE PORTADORES).

AISLADOS CAV AISLADOS No CAV
SEROTIPO Enfermedad Portador Enfermedad Portador TOTAL

I 5 46 88 139
I 4 7 30 41
III 10 23 26 35 94
NT 1 2 9 i2
desconocido 7 20 27
TOTAL 15 28 88 182 313

CAV: Clona de alta virulencia
No CAV: No clona de alia virulencia




