UNIVERSIDAD NACIONAL

05‘5

===

405
<N\ 2

AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TIPIFICACION CAPSULAR DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
PROVENIENTES DE AISLAMIENTOS VAGINALES DEL HOSPITAL
GENERAL”DR. GONZALO CASTANEDA ESCOBAR” DEL ISSSTE

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGICA

PRESENTA

NAYELI MONDRAGON CONTRERAS

Ciudad Universitaria, CDMX 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: BONILLA ESPINOSA EDUARDO
VOCAL: Profesor: HERNANDEZ GOMEZ LUCIANO
SECRETARIO: Profesor: LUIS MANUEL PEREA MEJIA
SUPLENTE 1: Profesor: COELLO COUTINO MARTHA PATRICIA
SUPLENTE 2: Profesor: MENA ZEPEDA MARGARITA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR. 3er PISO TORRE DE INVESTIGACION.
DEPARTAMENTO DE SALUD PUBLICA, FACULTAD DE MEDICINA. CIUDAD
UNIVERSITARIA. UNAM. CON EL APOYO DE LOS PROYECTOS DGAPA-PAPIIT
IN221511 Y FM 066-2012

ASESOR DEL TEMA:

M. en C. Luis Manuel Perea Mejia

SUPERVISOR TECNICO:

M. en C. Alma Edna Inzunza Montiel

SUSTENTANTE:

Nayeli Mondragén Contreras



CONTENIDO

LRESUMEN......eoe ettt ettt e e e e st e e et e e eaae e e aaeeeaseeeansteeeasseeaassaeeseeeaseneansnnennns I
2.INDICE DE FIGURAS ... .ottt sttt st st be st et e e aenaesreenesneeneas Il
S.NDICE DE TABLAS ...ttt \Y
A LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt st sttt e \
4. INTRODUGCCION ....coierirrereereeseeseseseesesssesssssesssesssssesssessesssessasssessssssasssessessassssssssssssssssssseses 1
4.1 Caracteristicas del género StreptOCOCCUS .....ccevciriririererereeee e 1
4.2 Clasificacion de StrePtOCOCCUS ...ccieiiieecicie et e e 2
4.3 StreptoCOCCUS AQAIACTIAER .....coeiiiiie e 6
4.4 ldentificacidn de Streptococcus agalactiae ........cccccvveeveeveiceecee s 6
|V = (o To [0 1SS 6
4.4.1.1 Determinacién del carbohidrato “C” (Sustancia especifica de grupo) ........... 6
4.4.1.2 Prueba de hidrélisis de hipurato de SO0 ........ccceeeirerieiireneseeesere e 8
4.4.1.3 Prueba CAMP ...ttt bttt 9
4.4.1.4 Identificacion en mMedios eSPECIAIES .......cccvceveeieiiriereere e 10
4.4.1.5 Medio Granada (GM) ..ottt nae e 10
4.4.1.6 ChromID Strepto B (STRB) ....coeeiiiieceee ettt 10
4.4.1.7. TIPIficaCioN CAPSUIAN ........ccooveiiieiee e 11

4.5 Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae .......cccoceevcvveeveeiescevieseenns 15
4.6 IMPOTtANCIA CHNMICA..c.eiiieeeiieere et 17
4.6.1 Colonizacion e infeccién en mujeres embarazadas ...........cccceeeeeveveeceecieeceeseenne, 17
4.6.2 INfeCCiON €N rECIEN NACIAOS ....ccvevveeiicieceeieeeee ettt resreenas 17
4.6.3 INfecCionNeSs €N AAUHROS .........ooeoiiiiiee s 20

Gl =t o YT [=T0 0 To] (oo L - NP PSR 21
D T - Vo [ 10 1S3 (o o SRRSO 23
4.7.2 Tratamiento Y PrEVENCION .......cccoi it 24
G Y - T 7= Tox o 1 o 25
CHIPOTESIS ..ottt 28
LOBJIETIVO GENERAL. ...ttt et et e et ee e et a e e e e e e e e enae e e ennaeeennneeens 28
6.1 ODjJetivoSs PArtiCUIAIES ......cooieecee et 28
 MATERIAL Y METODOS ......oooiriitieieieieieissie s sss s s 28
7.1 Obtencion y manejo de las cepas estudiadas .......ccccceeeeveeveceeieececce e 28
7.2 ldentificacion de las cepas estudiadas .......ccocooerrereneenenene e 29
7.3 Prueba d@ CAMP ... ettt na e bt 29

T4 EXITACCION A& DN A ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeaee e eeeeaeeesaaeaaennnees 30



7.5 Tipificacidon molecular POr PCR ...t 31

8. RESULTADOS ...ttt ettt et e e e e et e e et e e e e te e e aateeeasseeeasnaeeesaeesseeesnnneeans 36
8.1 Identificacion de las cepas de S. agalactiae.......cccceeceeeeceece e 36
L2 = G A= ToToa (o] o 1o K= AN I N P 36
8.3 Tipificacion capsular de S. agalactiae ......cccccoeveeieie e 37

9. DISCUSION DE RESULTADOS.......ovieeeeeeeeeeeetsee s sestssstesss s ssssssesssssssesasssssssssssssssssssnans a7
10. CONCLUSIONES. ... ..ottt ettt e st e e e e e e et e e s te e e ssse e e asneeesnneeeasaeesneeeans 51
11 REFERENCIAS ...ttt sttt sttt st st se b e etesaeneenenneneas 52

ANEXO I. Resultado de la tipificacion de las cepas analizadas..........ccooooeerieneneccccnenne. 58



1. RESUMEN

Streptococcus agalactiae, también conocido como Estreptococo beta-hemolitico de grupo
B (EGB), es una bacteria gram positiva que forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal, urogenital y respiratorio afectando a mujeres embarazadas, neonatos y
adultos mayores. En las mujeres, EGB se puede encontrar colonizando de manera
asintoméatica la vagina (mas frecuente), recto, cérvix y faringe, desarrollando infecciones
oportunistas como: infecciones de vias urinarias, corioamnionitis, endometritis puerperal

e infeccién de herida quirlrgica tras cesarea.

En la infeccién neonatal la principal via de transmisién de EGB es a través del canal de
parto. Entre los factores asociados a ésta se encuentran: colonizacion vaginal de la madre,
rotura prolongada de membranas, fiebre intraparto, producto prematuro y bacteriuria por
EGB en el embarazo. La enfermedad infecciosa en el neonato puede ser de inicio
temprano (EOD) cuando se presenta durante los primeros 7 dias con neumonia, shock
séptico y muerte neonatal, o de inicio tardio (LOD) cuando se presenta entre los 7 y 26
dias relacionandose con complicaciones obstétricas. De tal modo que la colonizacién
vaginal por S. agalactiae representa un factor de riesgo de infeccién tanto para las

gestantes como para los neonatos.

La capsula de S. agalactiae representa el principal factor de virulencia, la estructura
antigénica de polisacarido permite clasificarlo en 10 serotipos capsulares (la, Ib, II, llI, 1V,
V, VI, VII, VIII, IX). Actualmente la tipificacion capsular se realiza por técnicas moleculares
como la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se ha observado que la distribucion
y frecuencia de los tipos capsulares varia entre las distintas areas geograficas, origen

étnico de los pacientes, edad, y fuente de las cepas. A nivel global en aislamientos de
EGB colonizadores, el tipo Il es predominante con el 25%, al igual que en aislamientos
invasivos pero con un 48.9%.En los neonatos con EOD, los tipos capsulares lll y la son
los mas comunes, mientras que los neonatos con LOD, se han reportado los tipos 1l y la
principalmente. El tipo capsular Ill se reconoce como uno de los mas agresivos porque se
ha asociado a enfermedad neonatal severa. La identificacion del tipo capsular de S.
agalactiae ayuda a conocer su distribucion en la colonizacion vaginal y el riesgo para el

desarrollo de infecciones en el neonato.




El objetivo principal del trabajo es determinar la frecuencia de los tipos capsulares
identificados en cepas de S. agalactiae provenientes de aislamientos vaginales en un

periodo de 5 afios.

Se analizaron 372 cepas de S. agalactiae provenientes de aislamientos vaginales del
Hospital General “Dr. Gonzalo Castafieda Escobar” del ISSSTE del periodo 2007 al 2011.
Las cepas conservadas en caldo BHI con glicerol al 15% a -72°C se sembraran en agar
sangre para evaluar su viabilidad, pureza y proceder al aislamiento del DNA para realizar
la tipificacion molecular. Para la determinacion del tipo capsular se utilizé la técnica de la
PCR, identificando el gen asociado con el tipo capsular de la bacteria. Se utilizaron

técnicas de PCR multiple, dual e individual previamente estandarizadas en el laboratorio.

Nuestros resultados mostraron que la distribucion de los tipos capsulares en la poblacion

de estudio es similar a lo reportado a nivel mundial. Los tipos capsulares mas frecuentes
fueron la y V representando el 33% cada uno, seguido de lll y Ib con 13.7% y 11.3%

respectivamente. En el grupo de pacientes de 15 a 30 afios, el tipo la represento el 40%
de los aislamientos y el tipo V no fue identificado, mientras que en pacientes mayores de
60 afios el tipo V representd el 43% vy la solo el 12.5%. Conocer la distribucion capsular
es importante para entender la frecuencia de los tipos capsulares asociados a infecciones
severas y contribuir en el desarrollo de nuevas y potenciales estrategias de vacunacion

dirigidas contra diferentes tipos capsulares.
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4. INTRODUCCION
4.1 Caracteristicas del género Streptococcus

El nombre del género Streptococcus proviene del latin Strep=cadena y coccus= cocos Yy
comprende a un grupo heterélogo de bacterias grampositivas, que suelen estar agrupadas en
cadenas, donde su longitud puede variar desde un solo par hasta de cerca de 30 células (Figura

1.) segun la especie y sus condiciones de crecimiento. [1, 2]

g

d

o -~

Figura 1. Tincion de Gram de estreptococos del grupo B que

muestra cocos gram positivos en pares y cadenas.

(Foto tomada por Nayeli Mondragdn Contreras).

La mayoria de las especies pertenecientes a este género son anaerobios facultativos y algunos
crecen Unicamente en una atmosfera enriquecida con dioxido de carbono (crecimiento
capnofilico). Sus exigencias nutricionales son complejas y su aislamiento requiere el uso de

medios enriquecidos con sangre o suero. [2, 3]

Varios estreptococos tienen importancia médica como parte de la microbiota en animales y
humanos; algunos pueden causar un amplio espectro de enfermedades desde subagudas, a
agudas o hasta crdénicas. Los estreptococos de importancia médica relacionados con

enfermedades humanas son: S. pyogenes, causante de enfermedades supurativas como




faringitis, impétigo, erisipela, celulitis, fascitis necrosante, bacteremia y choque toxico y no
supurativas como la glomerulonefritis y fiebre reumatica; el segundo microorganismo importante
es S. agalactiae, causa mas frecuente de sepsis en neonatos y por Ultimo; S. pneumoniae,
llamado también neumococo, es la causa principal de neumonia y meningitis en personas < 5
y 260 afos de edad. [1, 2]

Los estreptococos comprenden un grupo extenso y heterogéneo de especies donde ningun
sistema es suficiente para clasificarlos a todos. No obstante, es imprescindible comprender la

clasificacion de las principales especies de importancia médica. [4]

4.2 Clasificacion de Streptococcus

La identificacidn y clasificacion de los estreptococos se realiza mediante 3 sistemas diferentes
parcialmente coincidentes: 1) morfologia de la colonia y reacciones hemoliticas en agar sangre;
2) especificidad seroldgica de sustancias especificas o estructuras antigénicas de pared celular
y c4psula 3) reacciones bioquimicas. Recientemente se ha utilizado la biologia molecular para
estudiar a los estreptococos. La combinacion de los métodos antes mencionados ha permitido
clasificar a los estreptococos con fines clinicos y epidemioldgicos y en la medida que ha
evolucionado el conocimiento, se han introducido nuevos métodos, lo que ha dado como

resultado la descripcion de varios sistemas de clasificacion. [4]
1) Hemodlisis

Una de las caracteristicas relevantes utilizada para la clasificaciéon de los estreptococos se basa
en la reaccion de hemolisis observada alrededor de las colonias cuando estos son crecidos en
placas de agar sangre (Figura 2). Esta clasificacion fue propuesta por Brown en 1919 y

establece la denominacion “a-hemolisis” y “B-hemodlisis”. [1]
Por lo tanto se pueden distinguir tres comportamientos hemoliticos:

e Alfa-hemdlisis (a): Es untipo de hemdlisis incompleta en la cual los glébulos rojos no son
lisados en su totalidad, pero su membrana sufre suficiente dafio como para permitir la
liberacién de hemoglobina. Las colonias a-hemoliticas se observan rodeadas por un
halo, cuyo color varia en diferentes tonos de verde, debido a que la hemoglobina liberada

del eritrocito es oxidada a compuestos de biliverdina de color verde.




e Beta-hemolisis (B): Es un tipo de hemdlisis completa, donde las colonias aparecen
rodeadas por un halo transparente correspondiente a la zona donde se ha producido una
lisis de los eritrocitos.

e No hemdlisis: La presentan colonias que no producen ningun tipo de hemodlisis o
altercacién sobre los glébulos rojos. Inicialmente se conocida como gamma-hemodlisis
(). [8]

Figura 2. Patrones de hemdlisis sobre agar sangre suplementado al 5% con
sangre de carnero. A) Crecimiento de S. pyogenes que evidencia la
hemdlisis tipo . B) Crecimiento de S. bovis con hemodlisis tipo a. C)
Crecimiento de E. faecalis, cepa no hemolitica. Pearson Education,
I.N.C. 2006

En la tabla 1, se muestran los patrones de hemodlisis de los estreptococos que tienen
importancia médica en el ser humano. Se utiliza la clasificacion de los patrones hemoliticos con
los estreptococos y no con otras bacterias que producen enfermedad y que suelen producir

diversas hemolisinas. [4]
2) Sustancia especfifica de grupo (Clasificacion de Lancefield)

Rebecca Lancefield desarrollo en 1933 el sistema de clasificacion serolégica para diferenciar
las cepas B- hemoliticas. El sistema Lancefield se restringe en la actualidad a un numero
reducido de especies de estreptococos (los pertenecientes a los grupos A, B, C, D, F yG) dada
su importancia a nivel clinico, con base a las diferencias antigénicas en los polisacaridos C de
los hidratos de carbono de la pared celular y donde la especificidad de cada grupo esta

determinada por un aminoglicido. (Tabla 2) [3, 4]




Tabla 1. Caracteristicas de los estreptococos de importancia médica. Tomada de Carrol, K (2017) [4]

Nombre

Streptococcus
pyogenes

Streptococcus
agalactiae

Streptococcus

dysgalactiae,

Subespecies
equisimilis

Grupo de
Streptococcus bovis

Grupo de
Streptococcus
anginosus
(S.anginosus,
S.intermedius,
S.constellatus,
grupo de S.milleri)

Estreptococos
viridans (muchas
especies)

Streptococcus
pneumoniae

Sustancia
especifica
de grupo

C,G

F(A, C,G)y
no tipificable

Por lo
general no
tipificable o
no tipificado

Ninguna

Hemolisis Habitat

B Faringe, piel

Aparato genital
B femenino, tubo
digestivo bajo

B (infecciones

Faringe

humanas), a g
. Colon yarbol

Ninguna bili)‘/ar

Faringe, colon,
aparato genital
femenino

a, B, ninguna

Boca, faringe,

a, ninguna colon, aparato
genital femenino
a Nasofaringe

Criterios importantes

de laboratorio

Colonias grandes
(>0.5 mm),
positividad en la
prueba con PYR,
inhibido por
bacitracina
Hidrdlisis de
hipurato, CAMP
positivo

Colonias grandes
(> 0.5 mm)

Cultivo en presencia
de bilis, hidroliza
esculina, ningdn

desarrolloen NacCl al

6.5%,degrada
almidén

Variantes de colonia

pequefia (<0.5 mm)

de especies
hemoliticas . Los
microorganismos del
grupo Ason
resistentes a la
bacitracina y son
PYR negativos.
Tipos de
fermentacion de
carbohidratos

Resistente a
optoquina. Colonias
insolubles en bilis,
tipo de fermentacion
de carbohidratos

Susceptibilidad a la
optoquina. Colonias
solubles en bilis,
reaccién de
tumefaccion
capsular positiva.

Enfermedades
frecuentes relevantes

Faringitis, impétigo,
fiebre reumatica,
glomerulonefritis,

choque téxico

Sepsis neonatal y
meningitis, bacteremia
en adultos
Faringitis, infecciones
piégenas similares a
estreptococos del grupo
A
Endocarditis, se aisla
con frecuencia en
hemocultivo en
pacientes con cancer de
colon, enfermedades
biliares

Infecciones piégenas,
incluidos abscesos
cerebrales

Caries dental
(S.mutans),
endocarditis, abscesos (
con muchas otras
especies bacterianas),
algunas especies como
Streptococcus mitis,
tienen un alto grado de
resistencia ala
penicilina

Neumonia, meningitis,
endocarditis, otitis media
y sinusitis




Tabla 2. Aminoglucido del carbohidrato especifico de los principales grupos de Lancefield.
Tomada y modificada de Carrol, K.C (2017) & Curtis,S.N (1964) [4] [6]

A Ramnosa-N-acetilglucosamina

B Ramnosa-glucosamina

C Ramnosa-N-acetilgalactosamina

D Acido teicoico de glicerol

F Glucopiranosil-N-acetilgalactosamina

G Ramnosa-N-acetilgalactosamina y galactosa

La mayoria de los estreptococos a- hemoliticos y no hemoliticos carece de antigenos de pared
celular especificos de cada grupo. Estos microorganismos se deben identificar a través de

pruebas bioquimicas. [7]
3) Reacciones bioquimicas

Las pruebas bioquimicas comprenden reacciones de fermentacion de carbohidratos, pruebas
para determinar la produccién de enzimas y pruebas de susceptibilidad o resistencia a

determinados compuestos quimicos. [1]

Las pruebas bioquimicas se utilizan para la identificacion de especies de estreptococos
después del desarrollo de la colonia y de la observacién de sus caracteristicas hemoliticas
(Tabla 1.) y se utilizan para especies que por lo general no reaccionan con las preparaciones
de anticuerpo frecuentemente utilizadas para las sustancias especfficas de los grupos, de los
grupos A, B, C,D,FyG. [4]

Para propositos epidemiologicos y de investigacion, los estreptococos de importancia médica
se subclasifican en serotipos a nivel de especie. Algunos cuadros clinicos son asociados con
serotipos especificos. El fundamento de la tipificacion serologica esta basada en variaciones
antigénicas que muestran estructuras superficiales importantes para la virulencia de las
bacterias, que en el caso S. pyogenes esta en funcién de la variacion de aminoacidos de la
proteina M y para S.agalactiae y S.pneumoniae depende de la composicion de azlcares de la

capsula. [4]




4.3 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae, Estreptococo del Grupo B (EGB), es una bacteria gram positiva, catalasa
negativa, anaerobia facultativa, de forma esférica u ovoide, que tiende a formar cadenas por su
forma de division celular. Crece en medios enriqguecidos como agar sangre de carnero al 5% y
forma colonias que varian de color gris a blanquecino, usualmente brillantes y un poco mas
grandes que las colonias de otros grupos de estreptococos B-hemoliticos. La B-hemdlisis es
menos intensa que la producida por las cepas de S.pyogenes (estreptococo del grupo A),

aungue también existen cepas no hemoliticas. [8]

EGB forma parte de la microbiota vaginal, asi como de la porcion baja del tubo digestivo en un
5-25% de las mujeres. La infeccién estreptocdcica del grupo B afecta principalmente a recién
nacidos durante el primer mes de vida y puede presentarse como septicemia fulminante,
meningitis o sindrome de dificultad respiratoria. Las infecciones por S. agalactiae estan
aumentando en personas adultas (ancianos e inmunosuprimidos) y en mujeres no

embarazadas ya que presentan diferentes factores predisponentes. [4]

4.4 |dentificacion de Streptococcus agalactiae

Las pruebas para la identificacion de S. agalactiae son: El desarrollo de colonias mucoides
grandes con bordes definidos en medios enriquecidos, acompanadas de una B-hemdlisis en
agar sangre de carnero que en algunos casos puede ser débil o no producirse; la observacién
al microscopio de cocos gram positivos agrupados en pares o en cadenas; prueba positiva del
factor de CAMP, hidrélisis de hipurato de sodio, la presencia de pigmento carotenoide y/o la
deteccion del carbohidrato especifico del grupo de acuerdo a la clasificacién de Lancefield y

prueba negativa de catalasa, bilis esculina y resistencia a la Bacitracina. [7]
4.4.1 Métodos
4.4.1.1 Determinacion del carbohidrato “C” (Sustancia especifica de grupo)

Los estreptococos se agrupan serolégicamente sobre las diferencias antigénicas expresadas
en el “Carbohidrato C” de grupo localizado en la pared celular, descrita por Lancefield.
Actualmente de manera comercial se cuenta con reactivos que permiten la serotipificacion,
mediante una reaccién de coaglutinacion en latex. Para esta técnica se utilizan anticuerpos

especificos que reaccionan (aglutinan) con el carbohidrato especifico de los principales grupos




de estreptococos de interés clinico, como lo son el A, B, C, D, F y G (Figura 3). El carbohidrato

del grupo B es el antigeno comin en todas las cepas de S. agalactiae y estd compuesto

principalmente de ramnosa-glucosamina. [9]
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Figura 3. Reaccién de coaglutinacion en latex positiva para S. agalactiae (Grupo B), con
el kit comercial Pastorex® Strep (BIO-RAD®). La reaccion positiva se
evidencia por la observacién de aglutinados rojos sobre un fondo verde. (Foto
original tomada por M. en C. Alma Edna Inzunza Montiel, Facultad de

Medicina, UNAM)
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4.4.1.2 Prueba de hidrélisis de hipurato de sodio

Los estreptococos del grupo B contienen la enzima hipuricasa capaz de hidrolizar el acido
hipurico. Otros estreptococos B-hemoliticos carecen de esta enzima, siendo por lo tanto una

prueba especffica para esta especie. [3]

Principio

La enzima hipuricasa, producida por los estreptococos del grupo B, provoca la hidrolisis del
hipurato de sodio, con la formacion de benzoato de sodio y glicina. [3]

La hidrdlisis del acido hipurico se puede detectar mediante 2 métodos: (Figura 4)

1. Deteccidon de benzoato usando cloruro férrico al 7%.

2. Deteccion de glicina usando ninhidrina

Positivo NeA_gg‘_tivo

Figura 4. A) Deteccion de benzoato.Positivo: Si el precipitado persiste mas de 10 min, eso significa
que se ha formado el benzoato de sodio, indicando hidrélisis y una prueba positiva.
Negativo: Si no hay hidrélisis del acido hipdrico, al afiadir el cloruro férrico, se formara un
precipitado, pero desaparecera a los 10 min. B) Deteccion de glicina. [14]. Prueba positiva:
Cambio de color a parpura cuando la glicina originada reacciona con la ninhidrina. Prueba

negativa: No hay cambio de color. Tomada de Procop, G. W. (2017) [3]




4.4.1.3 Prueba CAMP

Para la identificacién de S. agalactiae se ha simplificado con la implementacion de la prueba de
CAMP que es facil de realizar. El fendbmeno CAMP fue descrito por primera vez en 1944 por

Christie, Atkins y Munch-Peterson, cuya contribucion se reconoce con las siglas “CAMP”. [3]
Principio
Esta prueba se basa en la observacion de la actividad hemolitica de S. agalactiae, producida

por el factor de CAMP, una proteina termoestable y extracelular que sensibiliza a los eritrocitos

haciéndolos mas susceptibles a la accion de la B-lisina de S. aureus. [3]

La prueba es positiva cuando se observa una mayor hemolisis en forma de punta de flecha
(Figura 5) en la zona donde se aproximan las lineas de crecimiento bacteriano (S. aureus y S.

agalactiae) que se encuentran en posicion perpendicular. [3, 15]

S. aureus pretssssensasssssnsnsanssnansases :
#505 : / S. agalactiae

(B- hemolisina) #2575
Control positivo

S. pyogenes
#ss745 |
i Control negativo !

Figura 5. Prueba de CAMP. Incremento de la hemolisis con la forma caracteristica de punta de flecha, en
donde se presenta la difusién del factor de CAMP por S. agalactiae y la B-lisina de S. aureus.

(Foto tomada por Nayeli Mondragén Contreras)




4.4.1.4 Identificacién en medios especiales

Los CDC y la Sociedad Americana de Microbiologia recomiendan que las muestras de exudado
vaginal para la busqueda de S. agalactiae se incuben en caldo de enriquecimiento (CE) Todd
Hewitt (TH) con gentamicina+ nalidixico o colistina + nalidixico y se cultiven posteriormente en

agar sangre. [16]

Desde hace algunos afios se ha generalizado el uso de Medio Granada (GM) y otros medios
cromogeénicos, que permiten una facil identificacidén de los estreptococos del grupo B y parecen

tener una sensibilidad mayor o similar al uso de CE-TH y subcultivo en agar sangre. [17]

4.4.1.5 Medio Granada (GM)

Los estreptococos del grupo B producen un pigmento carotenoide naranja-rojizo en ciertos
medios de cultivo. Esta propiedad ha sido explotada para su identificacion. De la Rosa y
colaboradores propusieron un medio denominado “Medio Granada” que contiene peptona
proteosa, almidén soluble, piruvato y agar como medio basal, con metotrexato de sodio como

reforzador del pigmento y colistina como agente selectivo. [3, 17]

Cuando se sembraron muestras de exudado vaginal en GM y se incubaron en condiciones
anaerobias (colocacion de un cubreobjetos sobre la superficie de la placa) durante 18 h, se
detectaron 95% de estreptococos del grupo B por el crecimiento de colonias naranjas-rojizas
(Figura 6) y un 98% en tubos profundos de agar después de 12 h de incubacioén, lo que indica
gue el medio granada es de utilidad para la busqueda de S. agalactiae en muestras de exudado

vaginal. [3, 18]
4.4.1.6 ChromID Strepto B (STRB)

El agar ChromID Strepto B, es un medio selectivo y diferencial recientemente desarrollado para
la identificacion de S. agalactiae. STRB contiene un sustrato cromogénico que, en presencia de
EGB en crecimiento activo, genera colonias de color rosa a rojo (Figura 6) que se identifican
facilmente durante la inspeccién de rutina. La ventaja de este medio es la facil identificacion
visual del EGB en comparacion con el agar sangre, incluso cuando la muestra contiene una baja

concentracién de este microorganismo o cuando estd mezclado con otras bacterias.
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Las bacterias que no sean S. agalactiae se muestran de colores diferentes como azul, violeta o
incoloras. Otro beneficio es que las placas STRB se incuban en aerobiosis, mientras que las
placas de agar sangre necesitan de un 5 % de COz2. [19, 20]

Figura 6. Medios cromogénicos en presencia de S. agalactiae. A) Medio Granada (Colonias
naranjas). B) ChromID Strepto B (Colonias rojas). Tomada de Biomerieux, S.

agalactiae [21, 22]

4.4.1.7. Tipificacion capsular

S. agalactiae es una bacteria que posee una gran variedad de factores de virulencia que pueden

causar enfermedades, entre ellos el polisacarido capsular (Cps). EI Cps presenta diferencias
guimicas y antigénicas que permiten su clasificacion en 10 tipos capsulares (la, Ib, II, 1ll, IV, V,
VI, VII, VIII y IX). [10]

Los polisacaridos especificos de serotipo de EGB se componen de tres o cuatro de los
siguientes azucares: glucosa, galactosa, N- acetilglucosamina, ramnosa y acido sialico, donde

los modelos de silla (Figura 7 y 8) indican la heterogenicidad entre los CPS de S. agalactiae.

Actualmente existen diferentes formas de llevar a cabo la tipificacion capsular, la tradicional es
mediante técnicas seroldgicas como la aglutinacion en latex, que utiliza anticuerpos policlonales
especificos para reconocer los tipos capsulares. El kit esta disponible comercialmente, se
considera confiable y es facil de realizar, pero algunas cepas no se logran tipificar y se reportan
como NT (no tipificables). Esta prueba se realiza mezclando 10uL de suspension en latex
(reactivos la, b y II-IX; Kit StrepB-latex) y 10uL de cultivo de EGB en caldo TH (Todd-Hewitt)
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en una placa de vidrio, donde esta placa se agita para observar la aglutinacién, el resultado se

debe leer en los primeros 15s, pasado ese tiempo se pueden presentar falsos positivos. [11]

Otra forma de llevar acabo la tipificacion capsular es mediante técnicas moleculares, que
resultan atractivas porque son reproducibles, especificas y faciles de realizar. Actualmente se
han realizado ensayos utilizando la técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
para detectar y tipificar cepas pertenecientes a S. agalactiae, amplificando la secuencia
nucleotidica de los genes que corresponden a cada uno de los 10 tipos capsulares de esta
bacteria. [12]

La tipificaciéon molecular de EGB mediante el uso de la PCR es cada vez mas importante en
comparacién con los métodos clasicos basados en antisueros ya que disminuye los falsos

positivos y permite que algunos aislados no tipificables de S. agalactiae sean clasificados. [46]

Es importante mencionar que se ha mejorado esta herramienta con la implementacion de la
PCR dual y multiple, que permite amplificar mas de una secuencia objetivo en un solo tubo. Su
uso es practico porque se pueden obtener resultados mas rapidos y confiables Esta técnica no
se hace de rutina en un laboratorio clinico, pero es de importancia para contribuir al
conocimiento de la epidemiologia, el monitoreo de la distribucion de los tipos capsulares y

necesaria para el desarrollo de vacunas. [12, 13]
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Figura 7. Modelos de silla de los polisacaridos capsulares la, Ib, II, Il y IV. Tomada de Paoletti, L (2019)
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4.5 Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae

Los estreptococos del grupo B (EGB), son bacterias adaptadas a la colonizacion asintomatica
de adultos humanos, pero es un patégeno potencialmente devastador para los recién nacidos
susceptibles, debido a que, el recién nacido es deficiente en sus defensas, incluidos los
fagocitos, el complemento y los anticuerpos especificos. La capacidad que tienen las cepas de
S. agalactiae para producir una gran variedad de enfermedades depende de la presencia de
los factores de virulencia. [23]

La capsula de polisacarido es el factor de virulencia mas importante en la enfermedad invasiva
causada por S. agalactiae, lo que le permite a la bacteria evadir los mecanismos de defensa
innatos del huésped. Practicamente todas las cepas de S. agalactiae aisladas de humanos
tienen capsula y pueden clasificarse segun la serologia y estructura. Hasta el momento se han
identificado 10 serotipos capsulares de EGB: (la, Ib, II, ll, IV, V, VI, VII, VIl y IX). [13, 23]

En el pasado los serotipos capsulares la, Ib, Il y lll eran igualmente prevalentes en la
colonizacion vaginal y en la sepsis de aparicion temprana (es decir, aquella que se desarrolla
en neonatos en menos de 7 dias. Sin embargo, el serotipo V ha surgido recientemente como
una causa importante de infeccién en neonatos. Los aislamientos de los tipos VIy VIII se han
vuelto prevalentes en las mujeres japonesas y el tipo IX, ha sido descrito recientemente en

Dinamarca, aunque aun tiene poca prevalencia. [23]

Las interacciones que se llevan a cabo entre la bacteria y el huésped y que conducen a la
manifestacion de la enfermedad, pueden ser divididas en categorias patogénicas (Tabla 3), la
adherencia a las superficies epiteliales, la invasién celular de las barreras epiteliales y
endoteliales, la lesion directa de los tejidos del huésped, la evasion de la respuesta inmune y la

induccion del sindrome de sepsis. [23]
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Tabla 3.Mecanismos de \virulencia de estreptococo grupo B implicados en la infeccidon neonatal. Tomada y
modificada de Paoletti, L (2019) & Maisey, H (2008) y Oviedo, P (2013). [23, 24, 25]

Categorias Mecanismos especificos Factor de virulencia de

patogénicas SGB
Acido lipoteicoico
Actividad de la Cba
peptidasa

e Union al epitelio respiratorio
Unién a la fibronectina de la MEC y
fijaciéon del complemento

sué\gr?iigggcé;i?ell?asles : 3::3: :Ififltf)rggzgcﬁrrlg Proteina FhsA y FosB
. - C5a peptidasa
3 Un!gn ala Ian_1|n|na Sraete Ll
e Union a keratina 4 Proteina Sir-1
Pilis
e Degradacion de componentes de Hialuronidasa
la MEC
e Invasién celular en el tipo cps I Proteina Spbl
Invasion de barreras e Interaccién con el Antigeno alfa de la proteina
epitelialesy glucosaminoglicano de la C
endoteliales superficie de células hospederas
(Invasinas) e Unién y activacién del Enzimagliceraldehido-3-
plasminégeno del hospedero fosfato deshidrogenasa
(GAPDH)

e Lesion de las membranas -
- Hemolisina

placentarias
e Lesion de las células epiteliales Floseses
Lesién directa a los P Colagenasas
pulmonares

Factor CAMP
Hialuronidasa
Acido lipoteicoico

tejidos del huésped

e Lesion de células endoteliales

pulmonares
e Resistencia a opsonofagocitosis Cépsula de polisacéarido
¢ Inhibicién del complemento Cb5a peptidasa
e Deterioro del reclutamiento de
neutrofilos
e Unién de anticuerpos no inmunes | Antigeno de proteina C de
Evasion de la ¢ Resistencia a la muerte intracelular | superficie
respuesta inmune e Se une a C4bp, promoviendo la Factor CAMP
resistencia a la muerte fagocitica Hialuronidasa
e Permite a la bacteria resistir la BibA (Adhesina)
destruccién celular intracelular por
las células fagociticas alveolares Proteina de union a
(macréfagos y neutréfilos) penicilina (PBP)
relesGn cEl o I&i)beracién de citoquinas (IL-1, TNF- CPeeslﬂtlzoglicano de la pared

sindrome de sepsis . - L . -
P Induccion de éxido nitrico sintasa - Hemolisina
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4.6 Importancia Clinica

Streptococcus agalactiae es responsable de infeccidon grave en neonatos y nifios menores de
tres meses. También produce patologias en embarazadas e infeccion invasiva en adultos con
alguna enfermedad de base. En los neonatos es un patégeno asociado a neumonia, sepsis y
meningitis con un alto indice de mortalidad, mientras que en las madres es agente etiolégico de
infecciones intrauterinas, endometritis, fiebre post parto, infecciones urinarias y bacteriemias.
[27]

4.6.1 Colonizacion e infeccidbn en mujeres embarazadas

S. agalactiae se encuentra cominmente colonizando la vagina y la region ano-rectal de mujeres
embarazadas, fendmeno que puede ser temporal, persistente o intermitente, que varia segun

la poblacion, la raza, el area geograficay la actividad sexual. [27,28]

Durante la gestacion, la colonizacién por S. agalactiae puede ocasionar una variedad de
procesos infecciosos como bacteriuria asintomatica, infeccion urinaria, neumonia, meningitis,
endocarditis, sepsis y diversas complicaciones obstétricas como aborto espontaneo, trabajo de

parto prematuro, corioamnionitis, endometritis, muerte fetal, muerte neonatal y materna.[29, 30]

Generalmente, la colonizacion materna es asintomatica y muestra prevalencias variables entre
el 5 y el 30% a nivel mundial, lo que representa un factor de riesgo para la infeccién temprana
en 1-2 % de los neonatos, pues se adquiere al momento del nacimiento a través del canal de
parto. [31, 32]

En América Latina la colonizacion en gestantes varia entre el 2 y el 20.4%, como lo muestran
estudios realizados en México, Argentina, Colombia y Brasil con una incidencia de infeccion
neonatal grave del 0.3-1%, porcentajes relativamente bajos comparados con los obtenidos a

nivel mundial. [37]

4.6.2 Infeccidn en recién nacidos

En el caso de la infeccién congénita esta se presenta durante el nacimiento, donde la bacteria
coloniza al neonato a su paso por el canal de parto, en la mayoria de los casos la madre y el

nifio no cuentan con anticuerpos contra la bacteria. [1]
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Existen diversos factores obstétricos asociados con un mayor riesgo de infeccion del recién
nacido, como prematurez (< 37 semanas), rotura prolongada de las membranas (>18 horas),
existencia de fiebre intraparto (> 38°C), haber tenido hijos con infeccién por Streptococcus
agalactiae y la presencia de bacteriuria durante el embarazo causada por este microorganismo.
[33]

La infeccion neonatal se manifiesta como sepsis, neumonia 0 meningitis, donde
aproximadamente el 25% se produce en prematuros y se clasifica de acuerdo al tiempo en que
se presenta el cuadro clinico, denominandose sindrome de inicio temprano (EOD) desde el
nacimiento a los 7 dias de vida, sindrome de inicio tardio (LOD) de los 7 dias a las 12 semanas
y una nueva clasificacion como sindrome de inicio tardio- tardio que se presenta después de

los 90 dias presentandose por una estancia hospitalaria prolongada. [1, 34, 37]

En la tabla 4, se muestran las caracteristicas de cada una de las enfermedades neonatales

mencionadas.
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Tabla 4. Caracteristicas distintivas de las enfermedades causadas por Estreptococo de grupo B en

pacientes pediatricos. Tomada y modificada de Flores, K (2022) & Puopolo, K (2019) &
Palacios, G (2017) y Bernardino, M (2011). [35, 36, 37, 38]

Caracteristica

Enfermedad de inicio

Enfermedad de inicio

Enfermedad de
inicio tardio- tardio

Edad

Transmisiéon

Via de
adquisicién

Factores
asociados

Pacientes
afectados

Presentacion
clinica

Sintomatologia

Incidencia

Serotipos mas
frecuentes

Posibles
complicaciones

Letalidad

temprano (EOD)
0-7 dias

Antes del nacimiento

Materna por EGB en el
tracto gastrointestinal y
genital

Parto prematuro (< 37

semanas de gestacion)
Rotura prolongada de

membranas fetales (>

12-18 h)

Fiebre intraparto (>38°C)

Prematuros (<37
semanas) con
complicaciones

obstétricas
Bacteremia sin foco (40-
55%)
Neumonia (30-45%)
Meningitis (6-15%)
Temperatura > 38°C
Falla respiratoria
Dificultad para
alimentarse
Bacteremia sin foco

infeccioso aparente y con

menos frecuencia
meningitis

0.23/ 1000 recién nacidos

VIVOS
la (36%)
Il (32%)
V (14%)
Il (10%)

Retraso en el desarrollo
y crecimiento
Discapacidad intelectual
Pérdida de la vision y
audicion

Enfermedades
pulmonares crénicas
Pardlisis cerebral

5-15%

—

tardio (LOD)
7 -89 dias

Después del nacimiento

Transmision horizontal,

perinatal, nosocomial o

fuentes comunitarias e
ingestion de leche

materna colonizada por
EGB ( pocos casos)

e Sexo masculino

e Raza negra

e Tener un gemelo
con LOD

e Estancia hospitalaria
prolongada

Prematuros (< 34
semanas)

e Bacteremia sin foco
(55-67%)

e Meningitis (26-35%)

e Otras *(1-6%)

o Fiebre
e Sepsis 0 bacteremia
Irritabilidad

0.31/ 1000 recién
nacidos vivos
Il (70%)
o la (15%)
o V (7%)
Ib (5%)
Edema cerebral
e Lesion del
paréquima cerebral
e Acumulacion de
LCR en el espacio
subdural.
e Secuelas
neurolégicas en 30
% de sobrevivientes
2-6%

> 90 dias
Después del
nacimiento

Como enfermedad de
inicio tardio

e Sernacidos de

madres
infectadas con el
virus de
inmunodeficiencia
adquirida (VIH)

(Prematuros < 32
semanas e
infectados con VIH)

Como enfermedad de

inicio tardio

e Fiebre
e [rritabilidad

Il (36%)
la (36%)
V (14%)

<5%
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Las recomendaciones para la prevencion de la enfermedad por S. agalactiae en recién nacidos
emitidas por la Academia Americana de Ginecologia y Obstetricia han tenido cambios
sustanciales desde su primera version en 1997. Actualmente, los Centros para el Control y la
Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC’s), en conjunto con diversas
asociaciones médicas de dicho pais, en su Ultima revision del afio 2010 recomiendan la
busqueda intencionada de colonizacion vaginal o rectal por EGB en toda mujer embarazada
entre las semanas 35 y 37 de gestacion, para evaluar el uso de profilaxis antibidtica intraparto.
[34, 37]

Se recomienda administrar profilaxis a todas las mujeres embarazadas con demostracion de
infeccidn urinaria o bacteriuria por este microorganismo, a aquellas que tuvieron un hijo con
infeccion grave por EGB y a las que tienen un estado de colonizacion desconocido y parto
pretérmino o con rotura de las membranas fetales = 18 horas. Estas recomendaciones, en
general, son similares en otros paises desarrollados. A pesar de lo anterior, en México no se
han adoptado de manera oficial las recomendaciones de prevencion antes descritas, ya que no
existen criterios establecidos para la busqueda intencionada de EGB en este pais. Esto se debe
en parte a los bajos porcentajes de aislamiento de EGB en la mujer embarazada y en el recién
nacido. [37]

4.6.3 Infecciones en adultos

Si bien, S. agalactiae es relacionado a infecciones durante la gestaciony el puerperio, asi como
en neonatos, en los Ultimos afios se ha observado un incremento en las infecciones en adultos

(sin relacion con el embarazo) causadas por este microorganismo. [39]

En los adultos, la mayoria de los casos de enfermedad por estreptococo del grupo B se dan
entre aquellos que tienen otras afecciones, por ejemplo: la presencia de diabetes, enfermedad
cardiaca, insuficiencia cardiaca congestiva, cancer o antecedentes de cancer y obesidad. El
riesgo de presentar un caso grave aumenta a medida que las personas se hacen mayores. Los
adultos de 65 afios 0 mas tienen un mayor riesgo en comparacion con aquellos que sean

menores de 65 afios. [40]
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En los adultos, los procesos atribuibles a este patdégeno incluyen bacteriemia con o sin sepsis,
celulitis y otras infecciones de tejidos blandos, neumonia, artritis, endocarditis, infecciones del

tracto urinario, meningitis, osteomielitis y piomiositis. [41]

4.6 Epidemiologia

Generalmente, la colonizacibn materna por S. agalactiae es asintomatica y muestra
prevalencias variables entre el 5-30% a nivel mundial. Las mujeres gestantes colonizadas
pueden transmitir esta bacteria a sus hijos, favoreciendo el desarrollo de la infeccién neonatal

temprana en 1 a 2% de los recién nacidos. [29]

Desde 1960, Streptococcus agalactiae se ha destacado como bacteria asociada a meningitis,
neumonia y sepsis neonatal. En el informe de 2021, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
sefiala que la carga mundial de infecciones por EGB se relacion6 con 518 000 nacimientos

prematuros, 392 000 infecciones neonatales y 91 000 muertes cada afo. [27]

La incidencia mundial estimada de la enfermedad infantil por EGB, es de aproximadamente
0.5/1000 recien nacidos vivos, mientras que en México la incidencia es de 1/1000 recien
nacidos vivos, pero en unidades de cuidados intensivos neonatales se incrementa de 15 a 35

casos con una mortalidad de 20-60 %. [42]

Dado que la colonizacion vaginal por este microorganismo representa un factor de riesgo
importante para el desarrollo de infecciones neonatales invasivas, se han investigado las tasas
de colonizacion en diferentes paises. La tasa de colonizacién vaginal y/o rectal entre mujeres
embarazadas es bastante similar en todo el mundo, con algunas variaciones, siendo del 10-
30% para Estados Unidos, 6.5-36% para Europa, 7.1-16% para Asia, 9.1-25.3% para Medio
Oriente y 11.9-31.6% para Africa. [43]

En general, las tasas de colonizacion en Latinoamérica varian entre el 2-20.4% como lo
muestran estudios realizados en México, Argentina, Colombia y Brasil, con una incidencia de

infeccién neonatal grave del 0.3-1% de los recién nacidos vivos. [37]

Ademas de la prevalencia de la colonizacion en mujeres embarazadas y la infeccion neonatal,
la distribucién de serotipos capsulares de S. agalactiae es importante en términos de

asociaciones con la enfermedad invasiva. [44, 45]
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Algunos serotipos han sido asociados con clones mas virulentos y, por lo tanto, a desarrollar
enfermedad invasiva. Esto aplica particularmente para el serotipo ll, que se ha asociado como
una causa comun de la enfermedad de inicio tardio (LOD) y en particular con meningitis, por lo
gque es importante conocer la prevalencia de los tipos capsulares de esta bacteria en mujeres
en edad reproductiva diferentes regiones del mundo y el riesgo que esto implica (Tabla 5). [45]

Tabla 5. Distribucidon geografica de los tipos capsulares de S. agalactiae

asociados a colonizacion.

Serotipo
prevalente

Regidén

Norteamérica, Estados Unidos, Europa

la, Ib, I, lll, V [47, 48, 49, 50]
la México [48]
IV, la Emiratos Arabes Unidos [51]
Y Egipto[52]
la, VI Malasia [53, 54]
VI, VI Japén [55, 56]

Estudios realizados en los 80’s, en el Instituto Nacional de Perinatologia documentaron la
colonizacion cervicovaginal por EGB en 10.3% de 340 mujeres embarazadas estudiadas. El

tipo capsular predominante fue el | con 33 %, con una baja presencia del serotipo 1l (3%) y una

elevada prevalencia de los aislamientos no tipificables (18.2%). Basandose en esto, se atribuy6
la baja frecuencia de enfermedad neonatal a la poca prevalencia del serotipo Ill. [37]

Estudios posteriores documentaron la predominancia del serotipo | (48.6%) en la colonizacion
de mujeres embarazadas con una creciente participacion del serotipo 1l (32.9%), disminuyendo
los aislamientos no tipificables. Ademas se sugirié una mayor participacion del serotipo Il en la

colonizacion de la mujer mexicana asi como en enfermedades graves en neonatos. [37]

Conocer la distribucién de serotipos de S. agalactiae en diferentes regiones es todo un reto y
también representa informacion importante para las estrategias de vacunacion que se intentan

disefiar como medida eficaz de prevencion de infeccion por EGB. [43, 57]
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4.7.1 Diagndstico

El diagnéstico microbiolégico de la infeccién por S. agalactiae se realiza en el laboratorio
mediante cultivo en agar sangre a partir de muestras de liquido cefalorraquideo, secreciones
de vias respiratorias, secrecion de heridas, exudado vaginal y perianal. El tracto gastrointestinal

es el principal reservorio y la fuente de la colonizacion vaginal. [34]

Con el propésito de estandarizar los procedimientos que facilitan la identificacién de S.
agalactiae y el manejo de las pacientes colonizadas, grupos como el conformado por los CDC,
la Asociacion Americana de Pediatria y el Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos, han
elaborado Guias de Prevencion de la enfermedad neonatal por estreptococo beta-hemolitico y
han establecido lineamientos acerca de la recoleccion de muestras y su procesamiento en
laboratorio.

Dentro de estas estrategias, se contemplan los siguientes puntos:

e Colectar la muestra de mujeres entre las 35 — 37 semanas de gestacion, o por lo menos en
las 5 semanas previas a la fecha estimada del parto.

e La muestra se colecta mediante hisopado del tercio inferior de la vagina y del esfinter anal,
pudiendo usarse el mismo hisopo para ambos muestreos o hisopos diferentes si asi se
prefiere. No es necesaria la utilizacion de espéculo para la recoleccion de la muestra.

e La muestra debe ser colocada en un medio no nutritivo (medio de Stuart o medio de Amies)
para su transporte en caso de ser necesario y debe ser cultivado dentro de las primeras 24
horas de su coleccion.

e Se recomienda la inoculacién de la muestra en un medio enriquecido y selectivo, como el
caldo Todd-Hewitt suplementado con gentamicina y &cido nalidixico. Posteriormente el
crecimiento bacteriano resultante se sub-cultiva en agar con sangre de carnero al 5 % para
aumentar la posibilidad de identificacion de colonias de EGB.

e Las colonias sospechosas son sometidas a diferentes pruebas para comprobar la
existencia de colonias de EGB; entre ellas tenemos: Tincion de Gram, prueba del factor
CAMP, aglutinacién con particulas de latex y la bacitracina.

e Enaquellas pacientes con historia de anafilaxia a betalactamicos, se recomienda realizar

pruebas de susceptibilidad a clindamicina y/o eritromicina. [34]
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Con el objetivo de proporcionar herramientas diagnosticas adicionales al cultivo para la
deteccion de S. agalactiae, se han desarrollado técnicas rapidas y directas como los
inmunoensayos y técnicas de biologia molecular que incluyen la amplificacion de &cidos

nucléicos como son la PCR. [8, 59]

4.7.2 Tratamiento y Prevencién

Los estreptococos del grupo B son sensibles a la penicilina, la cual constituye el farmaco de
eleccion. Sin embargo, la concentracion minima inhibitoria (CMI) necesaria para inhibir al
microorganismo es aproximadamente 10 veces superior a la que se utiliza para inhibir a S.
pyogenes. Por otra parte, se ha descrito la capacidad de la penicilina de inhibir, pero no destruir
al microorganismo. Por estos motivos, con frecuencia se utiliza la combinacién de la penicilina
con un aminoglucésido para controlar infecciones graves. La vancomicina es un glicopeptido
gue representa un tratamiento alternativo en pacientes alérgicos a la penicilina. Se ha

observado resistencia a eritromicina y tetraciclina en diferente grado. [7]

El primer paso en la prevencion de la enfermedad neonatal por S. agalactiae consiste en
apegarse a las guias que establecen el tamizaje de las mujeres gestantes entre las semanas
35y 37 del embarazo. A partir del resultado que se obtenga en dicho estudio, se recomienda

administrar la profilaxis antibiotica intraparto (PAI).

La definicion de profilaxis intraparto es la indicacién o administracion de penicilina (penicilina G,
ampicilina o cefazolina) al menos 4 horas antes del parto. La eleccion de antibiético puede variar
dependiendo de si la paciente presenta alergia moderada o severa a las penicilinas, en cuyo

caso se podra optar por la administraciéon de clindamicina o vancomicina. (Figura 9)
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Paciente alérgica a penicilina (beta-lactamicos)

No

{

Penicilina IV

1

Penicilina IV 5 millones Ul
[dosis inicial) seguida de 2.5
a 3 millones cada 4 horas
hasta final de parto; o
Ampicilina 2 g IV iniciales
seguida de 1 g cada 4 horas

Si

¢

o

EGB sensible a clindamicina

-

Mo o desconocido

Vancomicina IV 1g cada 12
horas hasta finalizar el

parto

I -
Si

Clindamicina 900 mg IV
cada 8 horas hasta finalizar
el parto

hasta el final del parto

Figura 9. Régimen de antibiticos recomendados para la profilaxis intraparto de Streptococcus agalactiae
adaptado a las guias de CDC 2010. IV: Via intravenosa. Tomada de Chichilla, N (2016). [61]

La profilaxis intraparto esta indicada en mujeres en cualquier momento del embarazo que hayan
cursado con bacteriuria causada por EGB y también en mujeres que presenten algun factor de
riesgo: Un cuadro febril durante el parto >38°C, ruptura de membranas por 18 o0 mas horas y
parto pretérmino (<37 semanas de gestacion o una prueba de amplificacion de acidos nucléicos

positiva durante el parto).

En la literatura existen recomendaciones que sugieren que cuando exista un nacimiento, en el
cual la madre no se haya realizado el tamizaje, es importante mantener al neonato en
observacién por al menos 2 dias (48h), con el objeto de tratarlo a tiempo ante cualquier indicio

de infeccion o enfermedad por EGB. [60]
4.7.3 Vacunacion

La estrategia de profilaxis antibiotica intraparto (PAI) ha reducido la incidencia de EOD, donde
se aplicaron, pero no han tenido impacto en la infeccion de inicio tardio (LOD) y solo un impacto
limitado sobre la enfermedad en mujeres embarazadas. [62]
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En el afio 2015, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) identific6 a EGB como prioridad en
el desarrollo de una vacuna para inmunizacion materna, debido a que la mayor parte de los

afectados por esta enfermedad se encuentran en paises de escasos recursos. [60, 63]

El comité consultivo sobre el desarrollo de productos para vacunas (PDVAC, por sus siglas en
inglés) tiene la misidon de acelerar el desarrollo de vacunas y tecnologias asociadas que son
requeridas con urgencia para varios agentes patdégenos priorizados entre ellos a Streptococcus
agalactiae (EGB). [64]

Por lo que esta claro que la administracién de una vacuna adecuada durante el embarazo podria
brindar una mejor solucion en todos los entornos. Una de las principales vacunas candidatas
actuales es la vacuna conjugada polisacarido-proteina, pero también se estan desarrollando

vacunas basadas en proteinas y una ha comenzado a probarse en ensayos clinicos. [62]

/ il
No modificados K {Més inmunogénico)
1]

¢ Toxoide tetanico —CPS
Polisacaridos-Proteinas * GBS-NN

Elaborada con los dominios N-
terminales de proteinas de superficie
de las proteinas Rib y Alpha de EGB

AN

P o * Toxina diftérica+
. Proteinas de pilis o .
Vacunas basadas en protainas ] Hidréxido de Aluminio
(Sunidad 2a BP-Za) (Adyuvante)+ Serotipos
la, Ib, IL, 1L, I¥, V¥

Vacunas basadas en
polisacaridos

Direccién de
investigaciones sobre
vacunas para EGB

multivalentes ‘

Figura 10. Vacunas en investigacion para EGB. Tomada y modificada de Puertas, A (2017) & Chinchilla, A (2021) y
Heath, P (2016). [57, 60, 62]
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Una vacuna materna universal contra EGB podria proteger contra la EOD y LOD sin depender
del uso generalizado de antibitticos y limitar la presencia de factores de riesgo clinicos. Aunque
actualmente no se dispone de ella, estan en desarrollo algunas vacunas candidatas para brindar
proteccion contra estreptococo del grupo B. [36]

En la tabla 6 se muestran las vacunas en las cuales actualmente se estan trabajando asi como

su fase de investigacion.

Tabla 6. Estado de desarrollo de vacunas candidatas actuales contra EGB. Tomada de Heath, P (2016) [62]

Conjugados de toxoide
tetanico-CPS; monovalente

(multiples estudios), Ense_lyo en
s bivalente (un estudio); X X % mujeres
conjugado CRMN197-CPS: crlEE ez
monovalente (un estudio)
Conjugados CRM197-CPS: Ensayo en
Novartis/GSK monovalente (multiples), X X X mujeres
trivalente (varios) embarazadas
Dominios N-terminales de
Minervax las proteinas de superficie X X
Rib y AlphaC
NO&’SE'S/ Proteinas de pilus X
Varios Otra (s) proteinas (s) y/o X
grupos conjugados proteina-CPS
( ]
(. 7 )



5. HIPOTESIS

Los tipos capsulares lay V de S. agalactiae tienen mayor prevalencia en aislamientos

vaginales del Hospital general “Dr. Gonzalo Castafieda Escobar” del ISSSTE.

6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae provenientes de

aislamientos vaginales de un periodo de 5 afios.

6.1 Objetivos particulares

e Recuperar 372 cepas de S. agalactiae aisladas de cultivos vaginales del Hospital
general “Dr. Gonzalo Castafieda Escobar” de un periodo de 5 afios (2007-2011)

e Realizar la confirmacion de cepas como S. agalactiae mediante la prueba de CAMP.

e Realizar la tipificacion capsular mediante la técnica de PCR.

e Establecer la frecuencia de cada uno de los tipos capsulares de S. agalactiae en

aislamientos vaginales.

e Determinar la distribucién de los tipos capsulares de S. agalactiae por grupos de edad.
7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Obtencién y manejo de las cepas estudiadas

Se utilizaron 372 cepas de S. agalactiae obtenidas de
aislamientos vaginales provenientes del Hospital general
“Dr. Gonzalo Castafeda Escobar “ del ISSSTE (Figura 11), |

en el periodo de 2007-2011 conservados a 72°C en el

Laboratorio de Biologia Molecular del departamento de

o L. Figura 11. Hospital general “Dr. Gonzalo
Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Castafieda  Escobar”  del
ISSSTE
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7.2 ldentificacion de las cepas estudiadas

Las cepas fueron conservadas en caldo BHI con 15% de glicerol a -72°C, después fueron
sembradas en agar sangre de carnero con estria cruzada e incubadas a 24hr /37°C en una
atmosfera al 5% de CO2 donde se observo la homogeneidad de la morfologia colonial para

verificar la pureza y viabilidad.

Las cepas fueron caracterizadas en el laboratorio con los siguientes criterios: observacion de
colonias, el patron de hemolisis en agar sangre, prueba de CAMP vy la determinacion del
carbohidrato “C” de la pared celular especifico del grupo B de estreptococos mediante la
conglutinacion en latex (Kit comercial Pastorex® BIO-RAD®), para proceder con el aislamiento

de DNA y realizar la tipificaciébn molecular.

7.3 Pruebade CAMP

La prueba se realiz6 en agar sangre de carnero al 5%. Se sembr6é una linea en el centro de
una cepa pura de Staphylococcus aureus y perpendicular (sin tocar) con una separacion de 3-
4mm se siembra una linea de un control positivo, negativo y muestra en estudio. Las placas se
incubaron 24h /37°C a una atmosfera del 5% de COz2. La prueba es positiva si observamos una
hemdlisis sinérgica, donde las bacterias se encuentran cercanas entre si, con la caracteristica

punta de flecha, reconociéndose como Estreptococos del Grupo B (EGB) a la cepa por

identificar.
Tabla 7. Controles utilizados para Prueba CAMP
#505 cepa control interna del Laboratorio de
S. aureus (B-hemolisina) Biologia Molecular, Departamento Salud
Publica, Facultad de Medicina
#2575 cepa interna del Laboratorio Biologia
S. agalactiae (Control positivo) Molecular, Departamento Salud Publica,
Facultad de Medicina
S. pyogenes (Control negativo) #SS745 de los CDC
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7.4 Extraccion de DNA

Para el aislamiento de DNA se empled el kit comercial DNeasy Tissue (QIAGEN®).

La ventaja de este kit es la obtencion de productos de DNA con un alto rendimiento, pureza y

estabilidad, lo que nos permite tener DNAs almacenados por muchos afios en buenas

condiciones.

La metodologia descrita por QIAGEN se describe brevemente:

1.

La extraccion de DNA se realizd a partir cultivo bacteriano en caldo BHI (Difco®) +
Neopeptona (Difco®) 1% de 24h de las cepas identificadas como EGB.

Se transfirid 1 mL del cultivo bacteriano en un tubo eppendorf y centrifugar a 7500 rpm
durante 8 min para obtener un paquete bacteriano.

Se preparé buffer de lisis enzimatica agregando lisozima (Amresco) a una concentracion
20mg/mL.

Se adicionaron 180 pL de buffer de lisis al tubo eppendorf con el paquete bacteriano.

Agitar y homogenizar.

5. Seincub6 a 37°C por 30 min y se agité para homogenizar.

6. Se adicion6é al tubo 25 pL de proteinasa K y 200 puL de buffer AL y se agitd para

homogenizar

7. Seincubd a 70°C por 30 miny se agitdé para homogenizar

8. Se adicionaron 200uL de Etanol absoluto frio agitando vigorosamente en vortex.

Se transfirio el contenido del tubo eppendorf a una columna de extraccién, colocada
sobre un tubo de colecta y centrifugar a 8000 rpm durante 1 min. Se elimind el liquido

presente en el tubo de colecta.

10.Se adicion6 a la columna de extraccion 500uL de buffer AW1 y se procedié a centrifugar

a 8000 rpm durante 1 min. Se elimind el liquido presente en el tubo de colecta.

11.Se adicioné a la columna de extraccion 500 pL de buffer AW2 y se centrifugd a 13000

rpm durante 3 min. Se elimind el liquido presente en el tubo de colecta.

12.Se transfirié la columna de extraccién a un tubo nuevo eppendorf de 1.5 ml y se agrego

a la columna 200pL de buffer de elucion. Se incub6 a temperatura ambiente durante 1
min. Se procediod a centrifugar a 8000 rpm durante 1 min para obtener el DNA y conservar
a-20°C.
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Se verifico la pureza del DNA extraido realizando una electroforesis colocando 4 uL de DNA
en gel de agarosa (Invitrogen®) al 1% con Bromuro de Etidio (Search Organic®) a una
concentracioén final de 0.2 ug/mL de agarosa. Se utilizd buffer de corrida TBE buffer 0.5X
(Tris-Boratos-EDTA) y camara de electroforesis MiniSub-Cell (Bio-Rad®).

El gel de agarosa se observo en un transiluminador de luz UV (Lab-Tech®) para ver bandas
de DNA.

7.5 Tipificacion molecular por PCR

Con el DNA extraido de las cepas se procedio a realizar la amplificacion del gen asociado a
cada uno de los tipos capsulares de S. agalactiae mediante la técnica de PCR, con el uso de
un termociclador (Corbett RESEARCH®).
Con base a los reportes de la literatura, la estrategia a seguir en el laboratorio fue buscar los
tipos capsulares de mayor a menor frecuencia, realizando los siguientes PCR.
e Se llevé a cabo la PCR mililtiple, amplificando el gen cfb (que codifica para el factor de
CAMP) y de los genes que codifican para los tipos capsulares (cps lll y cps V).
e Las muestras de DNA que resultaron negativas para los cps Ill y cps V, se procedio a
hacer una PCR dual de los genes cpsla y cpslb.
e Por Ultimo se realizé una PCR individual de los tipos capsulares cps I, cps IV, cps VI,
cps VI, cps VIl ycps IX para los DNAs de las cepas que no se identificaron enlos PCRs

anteriores.

La reaccién en cadena de la polimerasa mditiple y dual se estandariz6 con las siguientes
condiciones: Fase inicial 94°C/ 5 min; Fase de reaccién 94°C/ 1 min, 60°C/ 1 min, 72°C/ 1:20

min (30 ciclos); Fase final 72°C/ 5 min y de igual manera la PCR individual para los tipos
capsulares 1V, VI, VII, VIII, IX. (Figura 12)

Para la PCR individual del tipo capsular Il, las condiciones fueron las siguientes: Fase inicial

94°C/ 5 min; Fase de reaccion 94°C/ 1 min, 52°C/ 1 min, 72°C/ 1:20 min (30 ciclos); Fase final
72°C/ 5 min. (Figura 12)
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Fase Inicial Fase de Reaccion Fase Final

(30 ciclos)
DA
94°C
5 min
Temperatura de Temperatura de Temperatura de p
Desnaturalizacién Alineamiento Elongacion

Figura 12. Diagrama de temperaturas utilizadas en la PCR.

Las temperaturas de alineamiento para las diferentes PCR fueron las siguientes:

Tabla 8. Temperaturas de alineamiento para cada gen amplificado.

Multiple cfb, cps lil, cps V 60°C
Dual cpsla, cps Ib 60°C
cps Il 52°C
Individual cps 1V, cps VI, cps VI, cps VIII,
60°C
cps IX
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En las siguientes tablas se describen los reactivos y volimenes utilizados para los

amplificados.

Tabla 9. Composicion de la mezcla para PCR multiple de los genes

cfb, cpslily cpsV, con wlumen final de 30uL

Reactivo Volumen (uL)
Buffer para PCR ( Marca) 3.0
MgCl2 2.0
Desoxinucleotidos Trifosfato (ANTPs) 5.0

(Sigma®) 1.25mM de cada dNTP '

CFB-F 10pM 0.5
CFB-R 10uM 0.5
lI-HF 10uM 0.5
lI-HR 10pM 0.5
V-HF 10uM 0.5
V-HR 10uM 0.5
Taq DNA polimerasa 5 U/uL ( Marca) 0.1
Agua Ultrapura 15.9
DNA de la muestra 1.0

Tabla 10. Composicion de la mezcla para PCR dual de los genes cpsla y

cpslb con un wlumen final de 15uL

Reactivo Volumen (uL)
Buffer para PCR (Vivantis®) 1.5
MgCl2 1.0
dNTPs (Sigma®) 1.25mM de cada dNTP 2.5
la-F 10uM 0.4
la-R 10uM 0.4
Ib-HF 10uM 0.4
Ib-HR 10uM 0.4
Taq DNA polimerasa 5 U/uL (Vivantis®) 0.08
Agua Ultrapura 7.32
DNA de la muestra 1.0

Tabla 11. Composicion de la mezcla para PCR individual de los genes cpsll,

cpslV, cpsVI con un wlumen final de 15 pL

Reactivo Volumen (uL)
Buffer para PCR (Vivantis®) 1.5
MgCl2 1.0
dNTPs (Sigma®) Soluciéon 1.25mM de cada o5
dNTP )
[I-F 10uM 0.4
[I-R 10uM 0.4
Taq DNA polimerasa 5 Ul/puL (Vivantis®) 0.08
Agua Ultrapura 8.12
DNA de la muestra 1.0
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Se realizd una electroforesis para observar los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.7%
en buffer TBE al 0.5x con Bromuro de Etidio (Search Organic®) a una concentracion final de
0.2 ug/mL y se utiliz6 un marcador de 50pb (Thermo-Scientific®). La electroforesis se llevo a
cabo bajo las siguientes condiciones: 90V por 40 min, después el gel fue observado en un
transiluminador de luz UV (Lab-Tech®).

Tabla 12. Secuencia nucleotidica de los primers utilizados. [55]

Gen Primer Secuencia (5" a3)
i CFB-HF  ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG
CFB-HR CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC
cosk la-HE ATACAGTTGTCGTAAAGAAGAAAAC
la-HR TGTTTAGCTTTCCTACCAATATTAG
cpshb lb-HE TTTAGAAGT CCAGAATTTCATAGAGTC
Ib-HR TTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTC
cpsl I-KE CTCCAGATGGTCTTTGTGAC
IFKR CTCCAGATGGTCTTTGTGAC
cpsii l-HF CCACATATGAGAAT AAGACTTGC
l-HR CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG
cpsiV V-HF TGTAAATCATCTACACCCCC
IV-HR ATAGCCTTTTGACAGGTAGGTT
cpsV V-HEF CTTTTTTATAGGTTCGATACCATC
V-HR GATGTTCTTTTAACAGGTAGATTACAC
VI-HE TGTTTTTCTTACAAAGTGGAGTC
cpsvi VI-HR TGTTTTTCTTACAAAGTGGAGTC
VIFME GTGCAATTAGAGGACAAAAATTTA
evil VIFMR GTGCAATTAGAGGACAAAAATTTA
VII-JF ATCTCATGGCATGTCTGG
el VIIFJR CATTCGAATAAACAATCTTATTGC
cosIX IX-IF CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG
IX-IR AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT
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El tamafio de los productos de PCR amplificados se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 13. Tamafio de los productos de PCR amplificados.

Gen Tamaio del producto de PCR

(pb)

cfb 260

340
250
300
340
303
300
290
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8. RESULTADOS
8.1 Identificacion de las cepas de S. agalactiae

Las 372 cepas estudiadas provenientes de aislamientos vaginales correspondieron a S.
agalactiae, todas mostraron caracteristicas morfoloégicas de colonias lisas y redondas en agar

sangre, con un halo de B- hemdlisis y prueba de CAMP positiva.

8.2 Extraccion de ADN

La pureza y rendimiento del DNA pertenecientes a las 372 cepas se evaluaron mediante una

electroforesis en un gel de agarosa al 1%. (Figura 13)

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, 3 uL de DNA extraido
con kit comercial DNeasy Tissue (QIAGEN®).
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8.3 Tipificacion capsular de S. agalactiae

La tipificacion capsular se llevo a cabo entres etapas: Primero se realizé una PCR mudltiple para
la amplificacion de los genes cfb, cps Ill y cps V. Las cepas no tipificadas en esta fase fueron
probadas en una segunda PCR dual en la que se amplificaron los genes cps la y cps Ib. Y
finalmente las cepas no tipificadas en la segunda PCR, se sometieron a PCRs individuales para

cada gen (cps I, cps 1V, cps VI, cps VII, cps VIl ycps I1X)

En la figura 14 se observa la amplificacién realizada mediante la PCR mulltiple. Las cepas 1017
y 2092 fueron utilizadas como control positivo para los genes cps Ill y cps V respectivamente,
las cuales previamente fueron tipificadas en el laboratorio. Las 372 cepas destinadas para este
estudio amplificaron la banda de 260pb del gen cfb, confirmando su identificacibn como EGB
(gen codifica para el factor de CAMP), especifico para S. agalactiae. En la amplificacion del gen

cps |ll se observd un producto de tamafio aproximado de 340pb y para el gencps V de 300pb.

350pb

250pb PCR multiple gen cfb/III/V 60°C
S. agalactiae
13/03/22

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR, cps Il y cps
V (PCR multiple). PM: Marcador de peso molecular de 50pb (Invitrogen®)
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En la figura 15, se muestra la PCR dual donde se observaron dos productos de PCR de
aproximadamente 340pb y 250pb correspondientes a los productos de los genes cps lay cps
Ib. Las cepas utilizadas como controles positivos para la amplificacion fueron las ubicadas con

la clave 2243y 2220 cps lay cps Ib respectivamente.

500pb

250pb

PCR dual gen la/lb 60°C
' S. agalactiae
24/04/22

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR
cps lay cps Ib (PCR dual). PM: Marcador de peso molecular de 50 pb.
(Thermo-Scientific®)

En la PCR individual se realizd la amplificacion para los genes cps Il, cps IV y cps VI, cuyos
tamafios aproximados son 300pb, 303pb y 290pb respectivamente. Las cepas utilizadas como
controles positivos, fueron previamente tipificadas en el laboratorio, ubicadas con las claves
2297 (cps 1), 2201 (cps 1V)y 2105 (cps VI). (Figura 16, 17 y 18 respectivamente)
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500pb

250pb

PCR individual gen 11 52°C
S. agalactice
22/04/22

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR
cps Il (PCR individual). PM: Marcador de peso molecular de 50 pb.
(Thermo- Scientific®).

800pb

350pb PCR individual gen IV 60°C

S. agalactioe
20/5/22

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR
cps IV (PCR individual). PM: Marcador de peso molecular de 50 pb.
(Invitrogen®)
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500pb

250pb

PCR individual gen VI 60°C
S. agalactioe
27/04/22

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.7% de los productos
de PCR de cps VI (PCR individual). PM: Marcador de peso

molecular de 50 pb. (Thermo-Scientific®)
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La distribucion de las 372 cepas provenientes de aislamientos vaginales (2007-2011) se
muestra en la figura 19, se observa que el afio 2009 tiene un mayor porcentaje (35%) de las
cepas totales, seguido de 2010 (27.4%), 2008 (14.2%), 2011 (13.5%) y 2007 (9.9%).

Distribucion de cepas (2007-2011)

35 %

35

0
30 27.4%

25

20
142 %

13.5%
15 9.9 %

10

Porcentaje

(6]

2007 2008 2009 2010 2011

Afo

Figura 19. Distribucion de las 372 cepas pertenecientes a aislamientos vaginales en un periodo

de 5 afios (2007-2011)

La distribucion de los tipos capsulares de las 372 cepas tipificadas se muestra en la tabla 14 y
Figura 20, donde se obtuvo que los tipos capsulares con mayor prevalencia son el la (33%) y V
(33%), seguido de lll (13.7%), Ib (11.3%), Il (7.8%), IV (0.8%) y VI (0.4%). No se encontraron

cepas de tipo VII, VIl y IX.

Tabla 14. Distribucion de los tipos capsulares (2007-2011)

| Tipos capsulares
ARo la Ib Il ] v \Y Vi Total

2007 16 6 1 4 0 9 1 37
2008 22 2 4 7 0 18 0 53
2009 41 14 11 18 1 45 0 130
2010 29 13 10 12 2 36 0 102
2011 15 7 3 10 0 15 0 50
Total 123 42 29 51 3 123 1 372

( 1

L 4 )
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Figura 20. Distribucién de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2007-2011)

La distribucion de las cepas pertenecientes al afio 2007 se muestra en la figura 21, donde se
observa que el tipo capsular predominante es el la (43.3%), seguido de V (24.3%), Ib (16.2%),

1 (10.8%), 1l (2.7%) y VI (2.7%), no se obtuvo el tipo capsular 1V (0%).

Distribucidn de tipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2007)
433 %
45
40
35

30 243%

25

20 16.2 %

15 10.8 %

10

5 27% 27%

Tipo capsular

Porcentaje

Figura 21. Distribucién de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae en el afio 2007
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La distribucion de las cepas pertenecientes al afio 2008 se muestra en la figura 22, se observa
gue el tipo capsular predominante es el la (41.5%), seguido de V (34%), Il (13.2%), Il (7.5%) y
Ib (3.8%), no se obtuvieron los tipos capsulares IV y VI (0%).

Distribucion de tipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2008)

45 41.5%
40
35
30
25
20

34 %

132 %

15
0,
10 7.5%
3.8%
-7 ; .
0 — —
Ib I 1l v \Y

\

Porcentaje

(6]

Tipo capsular

Figura 22. Distribucién de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae en el afio 2008

La distribucion de las cepas pertenecientes al afio 2009 se muestra en la figura 23, se observa
gue el tipo capsular predominante es el V (34.6%), seguido de la (31.5%), Il (13.8%), Ib (10.8%),
I1 (8.5%) y IV (0.8%), no se obtuvo el tipo capsular VI (0%).
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Distribucion de tipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2009)
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Figura 23. Distribucién de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae en el afio 2009.

La distribucién de las cepas pertenecientes al afio 2010 se muestra en la figura 24, se observa
gque el tipo capsular predominante es el V (35.3%), seguido de la (28.4%), Ib (12.7%), I
(11.8%), 11 (9.8%) y IV (2%), no se obtuvo el tipo capsular VI (0%).

Distribucion detipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2010)

40 35.3%
35
28.4%
30
2 25
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g 20
£ 12.7 %
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10
> = 0.%
O - o
la v VI

Tipo capsular

Figura 24. Distribucion de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae en el afio 2010

La distribucion de las cepas pertenecientes al afio 2011 se muestra en la figura 25, donde se
observa que los tipos capsulares predominantes son el la (30%) y V (30%), seguido de lli
(20%), Ib (14%), 1l (6%), no se obtuvieron los tipos IV y VI (0%).




Distribucion de tipos capsulares de Streptococcus agalactiae (2011)
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Figura 25. Distribucion de los tipos capsulares de Streptococcus agalactiae en el afio 2011.

La distribucidon de los tipos capsulares de S. agalactiae en cepas pertenecientes a nuestra
poblacion de estudio, cuyo dato de edad de las pacientes estaba reportada, se encontré6 que
en el grupo de 15-30 afios el tipo la representd el 40% de los aislamientos mientras que el tipo
V no fue identificado, en pacientes de 31-45 afios los tipos mas frecuentes sonellay V (37.5%
y 32%) respectivamente, en el grupo de 46-60 afios predominan los tipos V, la y Il (31.5%,
30.1%, 15.3%) respectivamente y finalmente en mujeres >60 afios el tipo V es el mas frecuente
con el 43.8% vy la solo 25%. El tipo Il mantuvo una frecuencia semejante en los 4 grupos de

edad. (Figura 26)
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Distribucion de tipos capsulares de 5. agalactiae por grupos
de edad
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Figura 26. Distribucién de tipos capsulares de S. agalactiae por grupos de edad.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La distribucion del tipo capsular de las 372 cepas provenientes de aislamientos vaginales
tipificadas mediante PCR, mostraron que los tipos capsulares predominantes en nuestra
poblacion de estudio fueron el la (33%) y V (33%), seguido de 1l (13.7%), Ib (11.3%), 1l (7.8%),
IV (0.8%) y VI (0.4%) (Figura 20 y tabla 13). En un estudio realizado en el afio 2000 en mujeres
embarazadas provenientes de los Altos, Chiapas [28] se obtuvo que el tipo capsular con mayor
prevalencia fue el | (67.9%), seguido del tipo 1l (19.2%) y Il (12.8%). Otro estudio realizado en
2004 en la Ciudad de México [66], indico que el tipo capsular mas frecuente fue el | (58.8%),
seguido de 1l (29.4%), Il (5.9%) y cepas no tipificables (5.9%). En 2017 se realiz6 un estudio
en el centro del pais [38] obteniendo que el tipo capsular predominante fue el | (48.6%), con

una creciente participacion del tipo lll (32.9%).

Segun lo reportado en los estudios anteriores el tipo capsular | (la+ Ib), tiene una mayor
prevalencia, seguido del capsular Il y lll, lo cual comparado con nuestros resultados es similar
siendo que el tipo capsular la es el que presenta un mayor porcentaje, pero el tipo Il, ha tenido

una disminucion del 20% con respecto a afios anteriores, adquiriendo una mayor relevancia el
Vy lll, ademas de reportar la presencia de cepas con los tipos capsulares IV y VI.

A nivel mundial segun un estudio publicado en 2017 [45], indic6é que los tipos capsulares la, Ib,
I, I, IV y V representan el 98% de los aislamientos de EGB colonizadores, donde el tipo Ill es
predominante con el 25%, pero es menos frecuente en América Central, América del Sur y Asia,
lo que es similar con nuestros resultados ya que este capsular tiene un menor porcentaje
comparado con otros tipos capsulares. En una revision global reciente de aislamientos invasivos
se demostré que el serotipo lll es el mas frecuentemente identificado en todas las regiones que
disponen de datos (48.9%), seguido por los serotipos la (22.9%), V (9.1%), Ib (7%) y 1l (6.2%).

Esta informacion es relevante ya que el tipo capsular Ill ha sido asociado con la enfermedad
invasiva en recién nacidos y una menor presencia del mismo en nuestro estudio indica una

menor incidencia de este padecimiento. Por otra parte en paises como Estados Unidos y
regiones de Africa Occidental los tipos la y V respectivamente son los que tienen una mayor

predominancia, lo cual resulta ser semejante con nuestros datos.
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La infeccion neonatal por S. agalactiae se ha dividido en sindrome de inicio temprano (EOD) y
sindrome de inicio tardio (LOD), las cuales también representan un aspecto importante para la
investigacion de nuevas vacunas ya que se han relacionado con algunos tipos capsulares [21].
Para el caso de EOD la es predominante con un 36%, seguido de Ill (32%) y para LOD el tipo

Il es el mas frecuente con un 70%, seguido de la (15%) y segun nuestro estudio la es el tipo

capsular predominante por lo que puede representar un riesgo para la manifestacion de EOD.

La importancia de la vigilancia de la distribucion de los tipos capsulares de S. agalactiae radica
en la busqueda e implementacion de una vacuna que brinde proteccion a nivel mundial y con
los riesgos minimos para las pacientes afectadas, pero actualmente eso ha significado un reto
ya gque la mayoria de las vacunas en desarrollo se basan en la utilizacién de los tipos capsulares
frecuentes (la-V), dejando de lado otros tipos como VI, VIl y VIl que son mas frecuentes en
regiones como Asia. Sin embargo en México podria aplicarse porque segun estudios realizados

en nuestro pais junto con nuestros datos indican que los tipos la-V son predominantes.

Enla tabla 15, se muestra la variaciéon que han presentado los tipos capsulares en el periodo
(2007-2011), obteniendo que el tipo capsular la ha venido disminuyendo en cuanto a
predominancia, pero sigue siendo el mas frecuente, seguido del tipo V que aumento en el afio
2008 y se ha mantenido constante (32-35%), el tipo IV aparecié en el 2009 y 2010 (0.8-2%)
pero con poca prevalencia y por ultimo el tipo capsular VI que se presenté en 2007 (2.7%) pero

ya no volvio a aparecer.

Tabla 15. Variacién porcentual de los tipos capsulares de S. agalactiae (2007-2011)

la V 1l b | I \Y, VI
2007 43.3 24.3 10.8 16.2 2.7 0 2.7
2008 41.5 34 13.2 3.8 7.5 0 0
2009 315 34.6 13.8 10.8 8.5 0.8 0
2010 28.4 35.3 11.8 12.7 9.8 2 0
2011 30 30 20 14 6 0 0

En un estudio semejante realizado en el aflo 2010 [67] en el Hospital de Gineco Obstetricia
No.4 “Luis Castelazo Ayala” con 102 cepas tipificadas provenientes de aislamientos vaginales,

se reportd la distribucion capsular de S. agalactiae, los tipos capsulares con mayor prevalencia
fueron V y la con el 42.4% y 18.9% respectivamente, seguido del tipo Ib y Il con 12.3% y IlI, VI,
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Vicon el 11.3%, 1.9% y 0.9% respectivamente. Mientras que en nuestro estudio con 106 cepas

pertenecientes al 2010 del Hospital General “Dr. Gonzalo Castafieda Escobar”’ del ISSSTE, se
encontrd que los tipos capsulares predominantes fueron el V y la con el 35.3% Y 28.4%
respectivamente, seguido de Ib, Ill, II, IV con el 12.7%, 11.8%, 9.8% y 2% respectivamente. No

se report6 el tipo capsular VI.

Por lo que haciendo una comparacién de estos datos (Figura 27) se puede observar que la
distribucion de los tipos capsulares es muy semejante en cuanto a que los tipos V y la son los

mas frecuentes, seguidos de los tipos Ib, II, lll y IV que se mantuvieron con porcentajes

parecidos. Sin embargo, en las cepas tipificadas del Hospital General “Dr. Gonzalo Castafieda
Escobar” no se reporto el tipo VI.

Comparacion de tipos capsulares de S. agalactiae de 2010
45
40
35
30
25
20

Porcentaje

15

O — -
la Ib Il 1] v

Tipos capsulares

o

wv

B Hospital Gineco Obstentricia No 4. "Luis Castelazo Ayala"

® Hospital General "Dr. Gonzalo Castafieda Escobar" del ISSSTE

Figura 27. Comparacion de los tipos capsulares de cepas de S. agalactiae provenientes de aislamientos vaginales
del afio 2010 del Hospital de Gineco Obstetricia No.4 “Luis Castelazo Ayala” y Hospital General “Dr.
Gonzalo Castafieda Escobar” del ISSSTE.
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En un estudio publicado en el afio 2010 en un centro de atencién médico (Madigan) ubicado en
Washington, Estados Unidos [48] se encontré que en mujeres de 18-40 afios de edad, los tipos
capsulares de S. agalactiae predominantes fueron el la, lll y V con un 28.5%, 27.1% y 16.9%
respectivamente, mientras que en estudio mas reciente realizado en Sao Paulo, Brasil [68] se
reportd que en mujeres de 17-50 afios, los tipos capsulares mas frecuentes fueron el la 'y V con
un 35.1% y 34.1% respectivamente, lo que es similar en comparacion con nuestros resultados
(Figura 27), teniendo que los tipos la, V y lll son predominantes en los grupos de 15-60 afios
conun 34.2%, 29.7% y 13.6% respectivamente, lo que es importante ya que en los ultimos afios
el tipo capsular V, ha ido en aumento, con respecto a otros tipos capsulares en América del

Norte y América Latina.

En un estudio realizado en el afio 2000 en México [66] se encontré que en aislamientos
pertenecientes a gestantes de 18-43 afios de edad, los tipos capsulares mas frecuentes fueron
| (la/lb), seguido de Il y lll con 58.8%, 29.4% y 5.9%, mientras que el tipo V no fue identificado,
lo que indica que el tipo capsular la ha mantenido una frecuencia semejante comparado con
nuestros resultados, mientras que el serotipo I, ha ido disminuyendo en comparacion con los

tipos V y lll que aumentaron su frecuencia respecto a ese estudio.

Son necesarios mas estudios en mujeres embarazadas tomando en cuenta la edad para tener
un mayor conocimiento sobre que grupos son mas susceptibles a ciertos tipos capsulares de

S. agalactiae con el fin de mejorar las estrategias de prevencion.
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10. CONCLUSIONES

Los tres tipos capsulares mas frecuentes en nuestra poblacion de estudio fueron el la
(33%), V (33%) y Il (13.7%).

En nuestro estudio no se encontraron los tipos capsulares VI, VIl y IX

El tipo capsular V aumenté en comparacion con el tipo capsular lll, mientras que el tipo

capsular Il disminuyo su frecuencia en comparacién con estudios realizados en diferentes

regiones del pais.

El tipo capsular la representa un riesgo por su elevada frecuencia para la manifestacion

de sindrome de inicio temprano en nuestra poblacion.

La distribucion capsular en un estudio similar realizado fue semejante a la reportada en

nuestro estudio.

El tipo capsular la tiene una mayor frecuencia en mujeres entre 15-45 afios, mientras que

el tipo capsular V en mayores de 46 afios.

La distribucion capsular de Streptococcus agalactiae en México ha cambiado a lo largo
del tiempo, por lo que es necesario realizar mas estudios para establecer datos que

ayuden al desarrollo de vacunas como medida de prevencion.
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ANEXO I. Resultado de la tipificacion de las cepas analizadas.
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1286 v 1480 la 1662 la 1747 la

1287 Vi 1481 v 1664 v 1748 Y

1288 la 1482 la 1665 v 1749 Ib

1290 la 1484 v 1666 v 1750 I

1321 la 1485 v 1667 v 1751 la

1322 la 1486 I 1668 v 1752 v

1323 Y 1487 I 1669 v 1753 Il

1325 la 1488 la 1670 la 1754 la

1326 Y 1489 v 1671 I 1755 I

1327 I 1491 b 1672 v 1756 la

1329 la 1566 la 1673 la 1771 la

1331 v 1598 v 1674 v 1772 I

1332 v 1599 la 1690 v 1774 I

1346 la 1600 v 1691 b 1775 0

1347 I 1601 la 1692 la 1778 la

1348 v 1602 la 1693 v 1781 v

1349 la 1603 la 1695 b 1784 v | Controles  Clave
1350 v 1604 v 1696 i 1785 v ‘ positivos

1351 v 1607 v 1698 v 1787 v la 2243
1352 la 1608 la 1700 b 1790 I b 2220
1353 I 1609 la 1701 I 1791 la 5 5297
1354 b 1610 I 1708 v 1792 Il

1356 I 1611 v 1709 la 1794 v . 1017
1357 la 1612 la 1710 I 1800 m v 2201
1361 la 1613 I 1711 I 1801 I v 2092
1362 b 1614 v 1713 i 1804 la Vi 2105
1363 la 1617 v 1714 la 1807 la

1364 b 1620 la 1715 la 1834 v

1409 Ib 1621 I 1716 v 1835 v

1410 la 1623 la 1717 v 1837 v

1411 v 1624 I 1718 v 1838 la

1412 b 1625 la 1719 la 1839 la

1413 la 1627 b 1720 la 1840 la

1414 I 1644 v 1722 la 1841 b

1415 la 1645 I 1723 b 1842 v

1417 b 1647 I 1724 v 1843 la

1420 la 1649 la 1725 b 18442 v

1461 Y 1650 la 1738 la 1844b la

1462 I 1651 v 1739 b 1845 I

1464 la 1654 v 1740 la 1846 I

1465 la 1655 I 1741 la 1855 v

1466 v 1656 v 1742 v 1856 b

1467 I 1657 la 1743 I 1857 la

1470 la 1658 v 1744 v 1858 Y

1475 la 1660 b 1745 la 1859 v

1478 la 1661 la 1746 v 1860 I

—
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—



1862
1863
1864
1865
1866
1883
1884
1886
1887
1888
1894
1896
1897
1898
1899
1900
1901
1902
1904
1911
1912
1916
1917
1919
1931
1932
1933
1934
1935
1936
1937
1938
1939
1940
1941
1942
1943
1944
1945
1946
1948
1949
1950
1951
1952
1953
1954

1955
1956
1957
1958
1959
1960
1961
1962
1964
1972
1973
1974
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2053
2054
2055
2056
2057
2058
2059
2062
2064
2065
2066
2117
2118
2119
2120

—

2121
2123
2124
2127
2131
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2176
2177
2178
2179
2180
2181
2214
2215
2216
2217
2218
2219
2220
2221
2222
2223
2224
2225
2226
2227
2228
2229
2230
2231
2232
2233
2234
2235
2239
2240
2241
2242
2244
2245
2247
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2248
2249
2250
2251
2252
2253
2254
2255
2256
2257
2258
2259
2261
2262
2267
2268
2269
2270
2271
2272
2273
2355
2357
2358
2359
2360
2361
2362
2363
2400
2401
2402
2403
2404
2405
2406
2407
2408
2409
2412
2446
2447
2448
2450
2452
2453
2454

Il
11
[l
Ib
Ib
[l

—
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