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RESUMEN

La enfermedad invasiva por Streptococcus agalactiae (Estreptococo beta hemolitico del
grupo B) en nuestro pais es rara. Esta se presenta con mayor frecuencia en recién nacidos o
lactantes menores. La colonizacion cervicovaginal por este microorganismo en mujeres mexicanas
se ha encontrado con una frecuencia del 10% aproximadamente. En nuestro pais no se conoce cual
es la seroprevalencia en mujeres en edad reproductiva. Para conocer esta mformacion, se obtuvieron
sueros del Banco Nacional de Sueros del Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), por muestreo al azar, del grupo de mujeres de 15 a 40 afios de los 32
estados de la Republica Mexicana. El Banco Nacional de Sueros esta constituido por las muestras
obtenidas en la encuesta seroepidemiologica nacional de1987-1988. La busqueda de anticuerpos se
realizo mediante la prueba de ELISA, empleando como antigeno al polisacarido capsular
determinante de grupo conjugado mediante enlace covalente a un poliaminoacido (poli-L-lisina). Se
midio la concordancia intraobservador evaluando las mediciones durante la realizacion de la prueba
en 5 dias consecutivos con sueros controles positivos y controles negativos y se verifico la
especificidad del antigeno con la utilizacion de suero de conejo inmunizado con SGB. La muestra
se calculo en 2665 muestras considerando una seropositividad esperada del 10%, de acuerdo con la
frecuencia observada de colonizacion cervicovaginal y una probabilidad de error de menos del 1%.

La evaluacion de la concordancia intraobservador dio como resultado una r2 de 0.98. Se
realizaron mediciones por duplicado de cada suero y se obtuvo el promedio. El punto de corte para
considerar como positivo un suero, se establecid con un valor por arriba de 2 desviaciones estandar
del promedio de los controles negativos. Se ;;mwe;on2665 muestras y se estudiaron 2669; La
seroprevalencia fue del 90.18% (2405 sueros positivos). La seropositividad por edades fue similar,
con variaciones discretas por quinquenios, lo mismo que por estados, aunque la muestra se
establecio para representatividad nacional y no estatal.
Conclusiones: En este trabajo, el grupo de mujeres mexicanas en edad reproductiva (15 a 40 afios),

posee anticuerpos IgG contra el polisacarido capsular determinante de grupo de Estreptococo beta



hemolitico del grupo B de Lancefield. La seroprevalencia en mujeres mexicanas en edad fértil para

Estreptococo beta hemolitico del grupo B es alta.

ABSTRACT

Acute disease due to Streptococcus agalactiae in México is rare. Group B streptococcal
(GBS) infections are restricted to very early infancy. The incidence of mothers who are colonized
by GBS in mexican population is nearly of 10%. There are not data about seroprevalence of GBS
in mexican woman at reproductive age. In order to know the seroprevalence in this age-group were
obtained a randomized sample of sera from National Bank of Sera of Instituto Nacional de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE) in 15 — 40 old-age mexican woman. This
National Bank of Sera was formed by sera from 32 states of México in 1987-88. To screening sera
ELISA was employed created by covalent linkage between capsular polisacharide of GBS and a
polypeptide (poly-L-lisina). Intraobserver consistency were made with contrast showed between
values determined in five days with positive and negative controls. Specificity of antigen was
established by adsortion of positive sera by liofilized GBS and then, absorbance pre and post
adsortion was measured. The sample size with a less than 1 % of error and prevalence nearly of
10%, was 2665 serum-patients. Results: Intraobserver consistency rendered r2 of 0.98. Sera
adsortion showed a decreased values of absorbance. Measurements of sera were realized by
duplicate and cutoff point was determined by two standard deviation on negative sera control mean.
2669 sera was tested and 2405 positive sera was rendered. Seroprevalence was established in
90.18%. Conclusions: There are IgG antibodies in 15-40 old-age mexican woman. High

seroprevalence against GBS was encountered.



ANTECEDENTES

Los estreptococos betahemoliticos fueron considerados como un grupo heterogéneo de
bacterias desde el siglo pasado, que incluian a microorganismos relacionados con enfermedad en
humanos y bovinos. La identificacion de los mismos era dificil, ya que las diversas pruebas
propuestas para su identificacion creaban cierta confusion puesto que los métodos disponibles en
ese entonces no permitian diferenciar entre bacterias aisladas de muestras clinicas de sujetos
enfermos y las obtenidas a partir de ganado bovino; mucho menos podia definirse con certeza
algin género y especie'’. Rebecca Lancefield propuso en 1933, la clasificacion de los
estreptococos beta hemoliticos en grupos identificados serolégicamente, con lo que se pudo
observar cierta correlacion con las fuentes de donde eran aislados, ya sea humana o animal
(bovina)'". Esta clasificacion sigue vigente y su utilidad se ha visto favorecida por la identificacion
subsecuente de serotipos y la caracterizacion de cepas por analisis de ADN “7.

El grupo B de la clasificacion serologica de Lancefield incluye a una sola especie: S.
agalactiae. Es un coco Gram positivo, catalasa negativo, que produce hemdlisis beta en agar
sangre, da positiva la prueba de hidrolisis de hipurato asi como la prueba de CAMP (hemdlisis
sinérgica cuando se coloca adyacente a una cepa de Staphylococcus aureus que posea
hemolisina). Incluye a nueve serotipos: la, la/c, Ib/c, II, lic, I, IV, Vy VI . Todos se han
relacionado con enfermedad en el humano, sin embargo los primeros seis causan enfermedad
invasiva en el recién nacido ® en cualquiera de las dos formas clinicas descritas: sindrome de
inicio temprano que ocurre dentro de los 5 dias posteriores al nacimiento y el sindrome de inicio
tardio que ocurre después de este tiempo hasta los tres meses 7.

La enfermedad invasiva por Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B, SGB)
en recien nacidos, ocurre con una frecuencia de 9000 - 12,000 casos por afo en paises como los
Estados Unidos® . En nuestro pais no se conoce su incidencia con exactitud, sin embargo, Ia
enfermedad se presenta esporadicamente. Con respecto a este punto existen estudios
encaminados a establecer las posibles causas de su aparente baja frecuencia. Dos trabajos
realizados en nuestro pais han determinado una frecuencia de 1.5%" y 10.3%" de colonizacién
cervicovaginal por SGB en grupos de mujeres mexicanas, mismas que son notablemente inferiores
a la que se reporta en mujeres norteamericanas (>40%)®. Los datos anteriores hacen suponer que
el bajo porcentaje de colonizacion podria explicar la baja frecuencia de la enfermedad en nuestro
pais, sin embargo, en uno de estos trabajosm. la distribucion y frecuencias de los serotipos de SGB
en la poblacion de mujeres embarazadas que acudieron a un centro de atencion perinatal de tercer
nivel, tuvieron diferencias con respecto a los serotipos que se infoorman en Estados Unidos. Por
ejemplo, en nuestro pais ” las frecuencias son las siguientes: la, Ib/c, la/c (66.6%) , serotipo II,
llc (12.1%) y Il (3%); comparadas con las que se



reportan en Estados Unidos donde son similares entre los tres serotipos la, Ib/c, la/c (30%) II, lic
(30% ) y Ill (también 30% aproximadamente)'.

Los resultados de estas investigaciones, son similares a los de un estudio de poblaciéon que
incluyé a un grupo de mujeres Mexico-Norteamericanas,”® donde se encontré una frecuencia de
colonizacion del 18.4% (9.9% cuando es comregido para un solo cultivo) y de 40.9% para las
mujeres caucasicas norteamericanas. Las diferencias en la frecuencia de colonizacion
cervicovaginal y la distribucion de serotipos de SGB se han considerado posibles explicaciones a la
baja ocurrencia de enfermedad invasiva en lactantes y recién nacidos en México sin que se haya
determinado la verdadera causa.

De lo anterior se desprenden algunas posibilidades: 1) Que Ia relativa baja frecuencia de
colonizacion cervical explique a su vez un porcentaje menor de transmision al producto, 2) que la
distribucion del serotipo considerado con mayor virulencia (serotipo i) sea mas baja entre el
grupo de mujeres que tienen colonizacion cervicovaginal por SGB que la que se encuentra en
paises donde la enfermedad invasiva se presenta con una mayor incidencia, 3) que ocurra
proteccion humoral por respuesta cruzada por exposicion a otras bacterias, 4) que exista una
afinidad epitelial diferente en mujeres latinas que la que tienen las mujeres caucasicas por el SGB,
5) que las cepas de otros paises posean genes relacionados con virulencia diferentes a los que
poseen las cepas autoctonas. Sin embargo, también pudiera ocurrir que la causa fuera una mezcla
de esos factores,

La respuesta humoral que induce SGB ha sido estudiada y dentro de los anticuerpos que
puede inducir en el ser humano, dos tienen particular importancia®'?: El anticuerpo dirigido contra
el polisacarido de grupo (el polisacarido de grupo esta constituido por una proporcién 3:1:1:1 de
ramnosa, N-acetilglucosamina, galactosa y fosfato de glucitol)'” el cual posee importancia desde
el punto de vista epidemiolégico, no confiere proteccién y carece de poder opsonizante; el
anticuerpo dirigido contra el polisacarido de tipo (constituido por una proporcion de 2:1:1:1
galactosa, glucosa, N-acetilglucosamina y acido sialico, para todos los serotipos excepto para el
serotipo Ill quien tiene una proporcion 3:1:1:1)™ confiere proteccién inmunolégica ya que los
niveles superiores a 2 ug/ml evitan la enfermedad invasiva en el recien nacido al ser transferidos
transplacentariamente’?. En relacion a este tltimo polisacarido (de tipo) se ha demostrado una
estructura idéntica en un polisacarido de Streptococcus pneumoniae tipo 14 '*'®

La investigacion de la enfermedad producida por esta bacteria, ha tenido alcances
considerables en los dltimos afos principalmente en el area de la prevencion, de la cual, existe un
buen nimero de trabajos que demuestran proteccion en la descendencia en el modelo animal

cuando se inmuniza al progenitor con un conjugado’’?” (polisacarido de tipo unido a una
proteina). No se ha establecido la utilidad que pudiera tener en paises no desarroliados una vacuna



contra SGB, aunque que desde el punto de vista de costo beneficio puede ser que no se justifique
en poblacion abierta, si la seroprevalencia es alta.

Los estudios mediante encuestas microbiologicas (toma de cultivos) donde se determinan
los serotipos prevalentes en una determinada poblacion o mediante la bisqueda de anticuerpos
dirigidos contra SGB han pemmitido observar la distribucion de la exposicion al microorganismo, lo
cual ha sido (til para establecer el riesgo de enfermedad que tiene una poblacion ©2" .

Existen pocas descripciones de encuestas serolégicas poblacionales realizadas utilizando

el polisacarido determinante de grupo de SGB, una de ellas’"?

muestra diferencias significativas en
las concentraciones de anticuerpos anti-polisacarido de grupo entre mujeres colonizadas por SGB
y mujeres no colonizadas (3.5 ug/ml vs 1.2 ug/ml). El anticuerpo que se genera contra el
polisacarido de grupo esta dirigido contra la fraccion de ramnosa, ya que este dido una mayor
inhibicion de la absorbancia cuando se probaron los diferentes azicares constituyentes por
separado, para inhibir la absorbancia dada por la presencia de anticuerpos contra determinante
antigénico de grupo’'?.

La susceptibilidad de la poblacion se determina por la exposicion previa 0 ndé a un
microorganismo dado. De tal manera que aquellas poblaciones que no se han expuesto al
microorganismo en cuestion y no han generado anticuerpos, se puede decir que son susceptibles a
la enfermedad producida por tal microorganismo. Para el caso de SGB, esta demostrado que la
presencia de anticuerpos matemos contra el polisacarido determinante de tipo previene de
enfermedad en recien nacidos a través del paso transplacentario””. Esta dltima situacion fué
verificada por Baker, Edwards y Kasper " quienes observaron una correlacién positiva entre las
concentraciones matemnas de anticuerpos y las concentraciones en sangre de cordon, sugiriendo
paso transplacentario.

La importancia que puede tener para nuestro pais el conocer la seroprevalencia contra
SGB en particular, esta en que permitiria corroborar si existe riesgo para la poblacion (colonizacion
baja y seroprevalencia baja) esperando una mayor incidencia a futuro, y por otra parte, dado que

en Estados Unidos, los estudios experimentales ‘'"%°

prometen la pronta aparicion de la vacuna
contra SGB de aplicacion a madres en riesgo (mujeres embarazadas con colonizacion cervical o
vaginal por SGB), seria de gran beneficio anticiparse a conocer la seroprevalencia para deteminar
si se justificaria o n6 la vacuna contra SGB en nuestro pais.

Con base en lo anterior se decidié buscar evidencia serolégica de exposicion a SGB
mediante la utilizacion de polisacarido determinante de grupo en mujeres como una
altemnativa a la investigacion de colonizacién cervicovaginal, la cual por supuesto, es mas costosa
e implica un mayor tiempo y dificultades para su realizacion.

El objetivo del trabajo que actualmente se presenta fué, el de tratar de responder la
pregunta de investigacion acerca de si la mujer mexicana en edad reproductiva, es decir de 15 a
40 aios, posee anticuerpos (IgG) que sugieran contacto con SGB y cual es su prevalencia en
nuestro pais.



JUSTIFICACION.

El estudio epidemiologico mediante encuesta serologica permite determinar la prevalencia
en la poblacion con respecto a un contacto infeccioso. Las ventajas gue tienen estos estudios son:
menor costo, facilitan el trabajo sin la necesidad de desplazarse hasta un lugar para tomar cultivos
y sobre todo, desde el punto de vista de organizacion, pueden proporcionar datos preliminares
para justificar la realizacion de estudios futuros a la poblacion. La realizacion de una encuesta
serologica contra una bacteria como SGB que tiene una baja incidencia en la poblacion mexicana
tuvo dos justificaciones que motivaron que se realizara, la primera, que no se conoce cual es la
posible causa de la baja incidencia de la enfermedad en paises como el nuestro; la segunda saber
si en nuestro pais se justificaria el empleo de una vacuna (proxima a aparecer, por lo menos por la
serie de trabajos con disefios de vacunas conjugadas, polisacarido mas una proteina, que han
aparecido en la literatura de los ultimos seis anos) que proteja al recien nacido mediante la
inmunizacion matemna, es decir, de la misma manera como se previene el tétanos neonatal.

Se decidio realizar inicialmente la bisqueda de anticuerpos contra polisacarido de grupo,
como un primer paso para corroborar si existia una alta seroprevalencia que explicara la baja
frecuencia de enfermedad por exposicion directa al agente relacionado (SGB).

OBJETIVO.
1. Conocer la seroprevalencia contra Streptococcus agalactiae en una poblacion de mujeres
mexicanas en edad reproductiva de 15 a 40 aiios.

Aun cuando se sabe que los estudios descriptivos no requieren hipétesis decidimos
comprometernos con una frecuencia esperada, para poder asi continuar posteriormente con una
linea de investigacion.

HIPOTESIS GENERAL.

Para el planteamiento del supuesto de que una seroprevalencia alta expligue una
frecuencia de enfermedad baja en la poblacion se espera que la seroprevalencia sea mayor al 90%
o menor al 10% ya que la frecuencia de colonizacion cervicovaginal en nuestro pais es del 10%
aproximadamente.
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HIPOTESIS ALTERNA.
1. La prevalencia de anticuerpos contra Streptococcus agalactiae en mujeres mexicanas es menor
al10% .

HIPOTESIS NULA.
1. La prevalencia de anticuerpos contra Strepfococcus agalactiae en mujeres mexicanas es mayor
al 90% .

UNIVERSO.
Las muestras de la encuesta serologica nacional que constituyen el Banco Nacional de
Sueros (69,290 sueros) obtenidos en la encuesta serologica nacional de 1987-1988%%.

METODO DE MUESTREO.

Se obtuvieron las muestras de suero de las mujeres mexicanas de 15 a 40 afos por medio
de un muestreo aleatorio por computadora de las muestras de suero de mujeres de 15 a 40 afios
del banco nacional de sueros (conformado por las muestras de suero obtenidas en los 32 estados
de la Republica Mexicana) por disagregacion nacional (no estatal) incluyendo a los 32 estados de
la Republica Mexicana.

CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA.

Para el caiculo del tamafo de muestra se considerd tanto el porcentaje de colonizacion
cervical en mujeres mexicanas, la frecuencia aproximada de enfermedad invasiva en recien
nacidos en nuestro pais asi como la frecuencia esperada de seroprevalencia. Para lo cual se
empled la formula:

Colonizacién Cervicovaginal en mujeres mexicanas = 10%."”
Tasa de infeccion neonatal por SGB = 0.6 por 1000 nacidos vivos.”
N =425 S /W2
De la cual se tiene que:
Zy= 1645 cuando™=0.05 dado que la hipétesis altemna es de una cola
S=0.033
W=0.10
Por tanto sustituyendo: 4 (1.645)° x_(0.033)°
(0.10)°
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De dicho célculo se obtuvo una cantidad de 1537 muestras para un nivel de confianza del 95% y
2665 muestras para un nivel de confianza de 99%.%%

METODOS.
Especificaciones del antigeno.

En la produccién del antigeno se empled la cepa 110 aislada de una recién nacida con

meningitis de inicio tardio en los EUA (el antigeno fué producido por el Dr. Gerardo Palacios
Saucedo en la ciudad de San Antonio, Texas). En dicha cepa se demostraron caracteristicas
fenotipicas de alta virulencia y fue serotipo Ill.
El procedimiento de obtencion consistio en crecer la cepa en un medio definido guimicamente
(FMC) del cual se prepararon 10 litros. La cepa se dejo crecer hasta la fase estacionaria (DOA
alrededor de 1.400) manteniendo estable el pH alrededor de 7.0 mediante la adicion hidroxido de
sodio. El sobrenandante fue separado por centrifugacion a 10 000 G y decantado en fracciones en
frascos estériles. Posteriormente este sobrenadante fue dializado en contra de un gradiente con
una solucion de acetato de sodio 4M por 4 noches a 4° C. Después de dializado el sobrenadante
fue liofilizado y redisuelto hasta obtener una solucion de 15 ml. Dicha solucidén fue aplicada de
manera fraccionada sobre una columna de dietilaminoetil celulosa y utilizando un gradiente de
carbonato de amonio de menor a mayor densidad (750 ml de una solucion 0.02 M y 750 ml de una
solucion 0.3 M). Se probo una alicuota de todas las fracciones obtenidas para evaluar su contenido
de hexosas por el método Anthrone. Finalmente se probé una alicuota de cada una de las
fracciones positivas para hexosas para medir su contenido de acido sialico por el método del acido
tiobarbiturico.

El contenido de las fracciones positivas a hexosas y negativas para acido sidlico fue
mezclado y liofilizado ( el acido sialico es un componente del polisacarido de tipo, por lo que fue
desechado y solo se consideraron para liofilizacion a las fracciones libres de este azdcar).

Conjugaciéon del antigeno con un poliaminoacido. Dado que los carbohidratos son ricos en
cargas negativas, no se adhieren adecuadamente a las placas de poliestireno para el ensayo de

ELISA, por lo que se conjugdé mediante enlace covalente a una proteina®

. El polisacarido se
conjugd con un poliaminodcido, poli-L-lisina, con peso molecular entre 30,000 y 70,000 Kd. La
técnica de conjugacion que se utilizo fue la siguiente, de acuerdo con la técnica de Barry M Gray
@5 .

Reactivos utilizados:

A) NaOH 0.01N con Fenolftaleina (Hidroxido de sodio con fenoltaleina como indicador) pH 12.

B) Poli L-lisina tipo lll, peso molecular 30,000-70,000 Kd al 0.1%.

C) Polisacarido: Polisacarido de grupo concentracion 1000ug /mi en agua destilada.



D) Cristales de cloruro cianurico.

Alcalinizacion del polisacarido: Se prepararon 0.5ml de antigeno agregandose a 2.5 ml
de NaOH 0.01N (pH 12) y se mezclo por 10 segundos (se observa una solucion de color rosa).

Activacion por cloruro cianurico: A la mezcla anterior se agregan 2.5 mg de cristales
de cloruro ciandrico y se mezclaron por 10 segundos. La solucion se decoloré conforme el pH
descendiade 12a 8.0-8.2.

Acoplamiento del polisacarido a la poli L-isina: Se agrego a la mezcla anterior 0.5ml de
Poli L-lisina, la cual se mezclé suavemente y se dejo por 2 h a 40C.

Se verificd que no hubiera turbiedad al finalizar el tiempo de reposo de 2 h a 4°C.

PROCEDIMIENTO DE ELISA.

1. Adsorcion a placas de poliestireno (Combiplate 8): El antigeno acoplado a poli L-lisina se diluyo
a una concentracion de 1 - 5 ug/ml con PBS (buffer de Sol. Salina fosfato) pH 7.4. La
concentracion ideal se evalud realizando ensayos con diferentes concentraciones (0.5, 1.0, 1.5,
2.0,25,3.0,3.5, 4.0, 4.5y 5.0ug/ml ). Se agrego de esta dilucion 100ul a cada pozo de la placa y
se dejo incubando en agitacion continua durante toda la noche.

2. Al dia siguiente se lavaron las placas con una solucion de agua desionizada y Brij 35
(detergente) al 0.05% por 4 veces y con volimenes de 300ul cada lavado y se agregan los sueros

a probar.

3. Los sueros a probar se diluyeron 1:500 a 1:1000 (se busco la mejor dilucion en el procedimiento
de estandarizacion) con PBS-Brij 35 al 0.05%.

4. Después de efectuar la dilucion del suero se agregd a las placas un volumen de 100ul de los
sueros diluidos por duplicado y se incubaron por 3 h a temperatura ambiente y con agitacion gentil.

5. Pasado este tiempo las placas se lavaron nuevamente con agua desionizada-Brij 35 0.05%, por
4 veces con volumenes de 300ul cada lavado.
6. Se agregd el anti-anticuerpo humano conjugado (anticuerpo contra la fraccion constante de IgG

humano conjugado a fosfatasa alcalina obtenido en ratén) diluido 1:1000 en PBS-Brij 0.05% en un
volumen de 100 pul por pozo.



7 Posteriormente se dejo incubando a 37°C durante 60 minutos.

8. Al término de este tiempo se lavé la placa por 4 veces con agua desionizada-Brij 35 al 0.05%
con volumenes de lavado de 300ul.

9. Se agrego6 el sustrato del antihumano conjugado que es P-difenil fosfato a una concentracion de
1mg/ml diluido en Buffer de dietanolamina pH 9.8.

10. Finalmente se dejo incubar por una hora a temperatura ambiente y se hizo la lectura al finalizar
este lapso a una longitud de onda de 405nm.

Determinacion de la especificidad del antigeno. Se verifico la especificidad del antigeno
mediante el empleo de suero de pacientes lactantes que habian desarrollado enfermedad tardia
midiendo IgM ya que la respuesta principal de los nifios menores de 18 meses es
fundamentalmente a través de la produccion de anticuerpos iIgM. Posteriormente los sueros fueron
adsorbidos con pastillas de SGB desecados y se realizaron mediciones de IgM en forma pareada,
es decir sueros adsorbidos y sueros no adsorbidos. Grafica 1.

Para la determinacion de IgM se utilizaron diluciones de suero mas concentradas y
mayores concentraciones del antigeno como se refieren en un trabajo previo “® . Se empled el
antigeno a una concentracion de 10 ug/ml. El suero se probé a una dilucién de 1:200.

También se realizd una prueba de ELISA con sueros obtenidos de conejos inmunizados
con SGB y Streptococcus pyogenes a diferentes diluciones: 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500 y
1:2000. Solo se observo positividad (absorbancia decreciente) en el suero de conejos inmunizados
con Streptococcus agalactiae.

ESTANDARIZACION:

Se realizaron algunos ensayos variando tanto el tiempo de incubacion con el antigeno
como las diluciones de los sueros de prueba. Se llegé a la concentracion 6ptima del antigeno de
3ug/ml y la dilucién con mejor definicion para los sueros positivos y negativos fué la de 1:500 y el
tiempo de incubacion con los sueros de prueba fue de 3 horas.

Los sueros que se emplearon como referencia inicial para buscar los sueros negativos y
positivos fueron los sueros de cuatro madres de recién nacidos que tuvieron enfermedad invasiva,
lo mismo que los de sus hijos que padecieron enfermedad ( 4 muestras de cuatro lactantes). Las
muestras de estos pacientes se consideraron negativas con base en el antecedente de que los
hijos de madres que no poseen anticuerpos contra SGB desarrollan enfermedad invasiva. La
busqueda de sueros se hizo entre las muestras de un banco de sueros creado en la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria, del



GRAFICA 1.

ADSORCION DE IgM EN SUEROS POSITIVOS CON SGB
DESECADO.

MADRES DE NINOS CON ENFERMEDAD INVASIVA POR SGB.

Suero sin adsorcién.
Suero adsorbido 1 sola vez.
Suero adsorbido 2 veces.
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Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las muestras que conforman este banco de sueros fueron
tomadas del personal de la Unidad de Investigacion (laboratoristas, pasantes en servicio social,
investigadores y tesistas de los laboratorios de bacteriologia, virologia, parasitologia y biologia
molecular). Se lograron reunir 29 sueros negativos y 19 sueros positivos. Se determind el promedio
de las lecturas de absorbancia de los sueros negativos y se calculé la desviacion estandar
considerando como positivas las lecturas por arriba de la 3° desviacion estandar.

Posteriormente se formo un suero de referencia con la mezcla de los 29 sueros negativos y
los 19 sueros positivos (200 ul de cada uno) y fueron dispuestos en viales de 500 ul . La prueba de
ELISA se realizé con cada suero negativo incluyendo un control de reaccién, un control positivo
(suero de referencia positivo) y un control negativo (suero de referencia negativo). Cada suero
negativo se probd por duplicado para la bisqueda de anticuerpos y las lecturas obtenidas durante
cinco dias consecutivos se compararon para evaluar la concordancia entre las mediciones, la cual
fue de 98% (Coeficiente de intervalo intraclase de 0.98). Grafica2 Y 3.

RESULTADOS

La muestra calculada correspondié a 2665 para un nivel de confianza de 99%, El total de
muestras proporcionadas por el Banco Nacional de Sueros fueron 2701, las cuales se obtuvieron
en forma aleatoria por computadora. Del total de muestras proporcionadas se lograron procesar
2669 con una pérdida de 34 muestras, de las cuales algunas se desecaron, algunas otras
contenian una cantidad de suero insuficiente io cual hizo que no se incluyeran para su estudio.

El ndmero total de muestras positivas fue de 2405, que representaron el 90.18%. Las
muestras negativas fueron 262, representando el 9.82%. Grafica 4. La cantidad de sueros
estudiada por estado se muestra en el cuadro 1. La seropositividad por estados de la repiblica fué
de 56 al 100% . La seropositividad mas alta la tuvieron los estados de Baja California Norte, Baja
California Sur, Campeche, Nayarit y Quintana Roo con 100% cada una. La seropositividad mas
baja la tuvieron los estados de Tabasco, Chihuahua, Chiapas y Zacatecas con 56%, 73.33%, 76%
y 76.19 % respectivamente. La cantidad de sueros por edad que fueron estudiados se muestra en
el cuadro 2. La frecuencia por grupos de edad de cinco afos (quinquenios) mostré una
seropositividad constante que varid entre 84.1 y 94.4%. Grafica 5.

CONCLUSIONES
La seroprevalencia de anticuerpos conira Sireptococcus agalactiae en mujeres
mexicanas en edad reproductiva ( de 15 a 40 aios de edad), fué del 90.18%. Lo anterior corroboro
la hipétesis de que la seroprevalencia es mayor al 90%. Estos datos sugieren una exposicion
frecuente a SGB y quiza ocurra a temprana edad en la vida de las mujeres mexicanas. Las fuentes
de colonizacién pueden ser miuiltiples y quizé no solo ocurra en aparato genital, sino también en



CUADRO 1. *

ENTIDAD | No. DE SUEROS POSITIVOS % POSITIVOS
POR ENTIDAD
Aguascal. 24 20 83.33
B.N. Nor. 52 52 100
B.C. Sur. 10 10 100
Campeche 17 17 100
Coahuila 66 63 95.45
Colima 14 12 85.71
Chiapas 100 76 76
Chihuahua 75 55 73.33
D.F 266 254 95.49
Durango 45 42 93.33
Guanajuato 132 127 96.21
Guerrero 87 86 98.85
Hidalgo 63 61 96.83
Jalisco 176 161 01.48
E. de Méx. 327 208 91.13
Michoacan 118 96 81.36
Morelos 40 37 92.50
Nayarit 26 26 100
Nvo. Leon 103 97 94.17
Oaxaca 100 0] 91
Puebla 137 120 87.59
Queretaro 33 28 84 .85
Q. Roo 16 16 100
Sinaloa 67 64 95.52
Sn. Luis P. 72 67 93.06
Sonora 61 54 88.52
Tabasco 50 28 56
Tamaulipas 74 68 91.89
Tlaxcala 24 21 87.50
Veracruz 207 183 88.41
Yucatan 45 43 95.56
Zacatecas 42 32 76.19
Total 2669 2405 90.11

* Se presenta el cuadro con porcentajes por entidades de la republica aunque la muestra fue
calculada para disagregacion nacional.




CUADRO 2.

EDAD | TOTAL DE SUEROS POSITIVOS = % POSITIVOS
ESTUDIADOS

15 161 146 90.68
16 140 127 90.71
17 132 112 84.84
18 158 141 89.24
19 113 104 92.03
20 140 124 88.57
21 08 84 85.71
22 120 112 93.33
23 110 100 90.90
24 116 103 88.79
25 108 99 91.66
26 86 81 94,18
27 112 104 92 85
28 92 84 91.30
29 | 89 79 88.76
30 | 120 108 90

31 | 71 67 94.36
32 | 90 81 90

33 | 81 76 93.82
34 | 83 74 89.15
35 | 75 65 86.66
36 | 68 62 91.17
37 81 74 91.35
38 72 68 94.44
39 71 61 85.91
40 82 69 84.14

TOTAL DE MUESTRAS ESTUDIADAS 2669

TOTAL DE MUESTRA CALCULADA

PORCENTAJE DE POSITIVOS

2665

90.18% (2405 SUEROS)
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tubo digestivo y respiratorio. Esto sugiere que la colonizacion observada refleje un estado de no
proteccion humoral y que el 10% represente a la poblacion susceptible de enfermedad. El
comportamiento de la seroprevalencia sin cambios relacionados con la edad de las mujeres
estudiadas, apoya el supuesto de una exposicion temprana, dado que no se observa una
tendencia con respecto a la edad, sin embargo, habria que precisar la edad de seroconversion.

En esta encuesta hubo pocas variaciones en la prevalencia por estado, sin embargo la
muestra no fue calculada para una representatividad estatal, sino que el calculo se realiz6
considerando una representatividad nacional y se obtuvieron muestras al azar de cada estado
hasta reunir la totalidad de la muestra calculada.

DISCUSION.

La transmision vertical de SGB ocurre en un porcentaje de 29 a 85% con un promedio de
51%“. La enfermedad de inicio temprana en el recien nacido ocurre en 1 a 2% de los hijos de
madres con cultivo positivo, sin embargo este porcentaje se incrementa al 15.2% si hubo
asociacion con ruptura prematura de membranas o corioamnioitis””. El desarrollo de enfermedad
invasiva en el recién nacido por SGB se ha relacionado con los niveles de anticuerpos contra
polisacarido determinante de serotipo que transfiere transplacentariamente la madre "*#*?®. La
seroprevalencia del 90% encontrada en esta encuesta seroepidemiologica es un hallazgo que deja
abierta la posibilidad de una alta proteccion humoral contra la infeccion por SGB. En este estudio
no se observa una tendencia significativa en el porcentaje de seropositividad con respecto a la
edad, lo cual concuerda con lo observado por otros autores con respecto a la presencia de
anticuerpos contra polisacarido de tipo en mujeres, donde tampoco encontraron diferencias entre
tres de cuatro grupos de edad (grupo |, mujeres de 16 a 20 afos; grupo Il, mujeres de 21 a 25
afos; grupo Ill, mujeres de 26 a 30 afios; grupo IV, mujeres de 31 a 35 afnos)™. Muy
probablemente la respuesta humoral esté relacionada con exposiciones de intensidad variable una
vez que ocurre la colonizacion, ya sea en tracto respiratorio, digestivo o genital, ya que como ha
sido observado en el seguimiento de la colonizacion vaginal por SGB, donde se han observado
tres tipos de portadoras: Crénicas, transitorias e intermitentes es probable que estos “tipos™ de
estado de portador representen un continuum con variaciones a lo largo de un afio®”.

La distribucion de serotipos cambia de un iugar a otro y puede observarse esto con lo
informado para México®” y para Estados Unidos™® asi como para Gambia®", donde el serotipo V
se recuperd en el 41% de las mujeres estudiadas, 6.9% con una colonizacion por dos serotipos (I ,
V y V y otra cepa no tipificable). La frecuencia de recuperacion del serotipo Il fué del 6.9% en este
estudio y la recuperacion en lactantes ocurrié con una frecuencia del 39% para el serotipo V y el
serotipo Il se recupero en el 17%.

La respuesta serologica cruzada ha sido buscada como una alternativa de proteccion

desde 1980, con el estudio de Baker, Kasper y Cols. *, quienes diferenciaron a dos grupos de
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pacientes por sus niveles de anticuerpos preinmunizacion contra el polisacarido de tipo I,
posteriormente se les administrd a aleatoriamente a cada paciente vacuna polivalente
(Pneumovax) contra Streptococcus pneumoniae o 50ug de polisacarido de serotipo Il de SGB . El
resultado que obtuvieron fué que el grupo con niveles moderados a altos de anticuerpos contra
polisacarido tipo Il de SGB, previo a la aplicacion de las vacunas, tuvieron un incremento
significativo en el titulo de anticuerpos, comparados con el grupo que tuvo niveles bajos de
anticuerpos contra serotipo Ill. Ademas, la respuesta al polisacarido tipo Il fué notablemente mas
alta que la del grupo al cual se administré Pneumovax. En un trabajo previo se demostré que la
actividad del suero de adultos inmunizados con Pneumovax tuvo actividad opsonica in vitro y
actividad protectora in vivo para SGB en un modelo de rata ©°.

Es probable que la colonizacion a temprana edad y su comportamiento con incrementos en
la densidad de colonizacion, sea la causa de una estimulacion en la produccion de anticuerpos de
tal manera que permita con el paso del tiempo la eliminacion gradual de SGB a niveles
indetectables. Lo anterior explicaria porque los hijos madres colonizadas que muestran anticuerpos
en titulos bajos sean los que desarrollen enfermedad. Esto mismo abre la posibilidad de que la
alta seroprevalencia sea la explicacion a una baja incidencia de enfermedad invasiva por SGB en
los recién nacidos mexicanos. También es muy probable que el porcentaje de mujeres colonizadas
refleje a la poblacién en riesgo y aquellas mujeres con evidencia serolégica de exposicion a SGB
sean las que ya han eliminado a SGB o lo mantienen en proporciones indetectables por cuitivo ya
sea cervicovaginal o anal.
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