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RESUMEN

Diversos estudios han sugerido una clona de alta virulencia (CAV) del serotipo il
como la responsable de la mayor morbimortalidad causada por SGB. Sin embargo
tanto las cepas clasificadas como CAV y No CAV (No clonas de alta virulencia} del
serotipo lll se han aislado de recién nacidos con enfermedad invasiva, no existen
estudios que hayan evaluado la virulencia de la CAV " in vivo".

Objetivo. Evaluar la virulencia de la CAV del serotipo [l de SGB y comparar su
virulencia de cepas No CAV.

Métodos. Se utilizd un modelo experimental de tres grupos para evaluar la
transmisién vertical de tres cepas del serotipo Il de SGB. Las cepas CAV 110y No
CAV 18 fueron aisladas de neonatos con meningitis. La cepa No CAV 181 fue
aislada de un recién nacido asintomatico. Las cepas se clasificaron como clona de
alta virulencia por su incapacidad para crecer a 40°C y mediante el andlisis de
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion del DNA (RFLP)
Utilizando como sonda de hibridacién el fragmento que contenia el gen para la
fructuosa-1,6-bifosfato aldclasa. Ratas Sprague Dowley de dos meses fueron
inoculadas a los 17-18 dias de gestacidn con 2ml de 1.8x10° ufc/ml de SGB en
forma cegada y al azar. Se practicé cesarea a los 21-22 dias de gestacidn. Las
crias fueron sacrificadas inmediatamente. A cada cria se le tomo hemocultivo y un
fragmento de higado, pulmén y tejido cerebral para cultivo. Los resultados se
analizaron por chi cuadrada.

Resultados. Fueron incluidas 124 crias de 14 ratas infectadas. El ndmero de
cultivos con recuperacion de SGB fue mayor en las crias de ratas inoculadas con
la cepa CAV 110 (144/184), a diferencia de las crias de ratas las retadas con la
cepa No CAV 19 (84/161) y No CAV 181 (82/146)(p=0.0001). La mayor frecuencia
de hemocultivos positivos con SGB fue para las crias de las ratas infectadas con la
CAV 110 (26/47)(p=0.032). La recuperacion de SGB en los cultivos de higado
(41/46) (p=0.008), pulmon (40/46)( p=0.04), y cerebro (37/46){(p<0.05) fue mayor en
las crias de ratas retadas con la CAV 110.

Conclusiones. La transmision de SGB fue mayor entre las crias de las ratas

inoculadas con la CAV 110, la cual sugiere que esta clona es mas virulenta que las
cepas clasificadas como No CAV.



ANTECEDENTES :

A pesar de ser el agente etiologico mas frecuente de sepsis y meningitis
neonatal en paises desarrollados, Strepfococcus del grupo B (SGB) ha sido
considerado como una causa poco frecuente de enfermedad perinatal en México':
sin embargo en estudios realizados en 1989 y 1990 se detecté una prevalencia de
colonizacion del 10.3% en mujeres mexicanas embarazadas, una frecuencia de
infeccion neonatal 1/1500 recién nacidos vivos, sﬁnilar a la reportada en paises
desarrollados®, y una letalidad 5 a 7 veces mayor (38.5%) al promedio comunicado
en dichos paises®®,

A diferencia de los Estados Unidos de América y Europa, donde el seratipo [l es
el mas frecuente tanto en casos de enfermedad como en portadores, en México se
ha descrito una baja prevalencia del serotipo 1l (3%) y una elevada frecuencia de
cepas No Tipificables (18.2%)°.

Recientemente Palacios y col. evaluaron 28 cepas de SGB aisladas en México
que fueron No tipificables por el método tradicional de Lancefield utilizando
antigenos preparados por extraccion acida caliente. Cuando estas cepas fueron
probadas con antigenos preparados por un método de extraccidn enzimatica no
acida, 10 de las 23 fueron clasificadas en el serotipo ill. Estos resultados sugieren
que la prevalencia del serctipo lli de SGB en México es mayor a lo que se habia
reportado con anterioridad?,

Los estudios iniciales demostraron dos compgrtamiento clinicos diferentes en la
infeccidn humana causada por el serotipo Il del SGB. Se identificaron cepas de

este serotipo que colonizaban el tracto genital de la mujer embarazada y causaban
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meningitis en el recién nacido, y cepas gue colonizaban a mujeres embarazadas
cuyos recién nacidos permanecian asintomaticos”'?. Este comportamiento clinico
diferente de la infeccidn neonatal por SGB se atribuyo a la ausencia de anticuerpos
transplacentarios especificos y a diferencias en la virulencia entre las cepas del
serotipo lll.

La abservacion de una variabilidad en fa virulencia entre las cepas del serotipo
ill, dic lugar a la realizacion de investigaciones “in vitro” con &l objeto de evaluar si
existia una correlacion entre el grado de sintesis y expresion de diferentes
productos exiracelulares y el desarrollo de enfermedad. Las cepas con una elevada
sintesis de antigeno especifico del tipo I, tanio adherido a la superficie de {a célula
como liberado al medio extracelular, eran mas frecuentemente aisladas de casos
con enfermedad. Sin embargo, una elevada sintesis de polisacarido capsular
especifico de tipo no se asocio a mayor letalidad'® . La conclusién de este estudio
fue que las caracteristicas fenotipicas del serotipo {ll del SGB no permitian
distinguir a 'Ias cepas con una mayor virulencia. Posteriormente, se llevaron a cabo
estudios utilizando diversos métodos de biologia molecular con el propdsito de
identificar diferencias entre las cepas del serctipo 1ll. Estos estudios permitieron la
identificacion de las relaciones genélicas y de la estructura clonal de las
poblaciones de SGB"".

A través de electroforésis de multilocus enzimatico, Musser y col. evaluaron la
relacion genética de 128 cepas de SGB aisladas en los Estados Unidos de
Ameérica. Identificaron 19 patrones electroforéticos en dos divisiones filogenéticas
mayocres. La division Il incluia 18 patrones electroforéticos y cepas de todos los

serotipos. En cambio, la division filogenética | estaba constituida por un solo patron
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electroforético que incluia 44 cepas, todas del serotipo 1ll y la mayoria (80%)
aisladas de casos de enfermedad. A esta division | se le-llamo entonces Clona de
Alta Virulencia (CAV)'2.

En otros estudios de una o pocas cepas se identificaron algunas caracteristicas
que parecen ser unicas de cepas clasificadas como CAV. Entre estas
caracteristicas se encuentran la elevada produccién de polisacérido capsular

especifico del tipo, acido teicoico'>™

, hialuronidasa y proteasa. Otras dos
caracteristicas Unicas de ias cepas CAV son la incapacidad para crecer a 40°C y
en un medio con 200mM de fosfato'**®. La incapacidad de esta clona para crecer a
40°C se debe a una mutacion en el gen de la fructuosa-1 6-bifosfato aldolasa (fba),
cuya actividad enzimatica se reduce mas del 75% a altas temperaturas. Tanto la
incapacidad para crecer a 40°C como el gen de esta aldolasa han side utjlizados
como marcadores altamente sensibles y especificos para identificar cepas CAV'®,

Rectentemente Hauge y col'” evaluaron 23 caracteristicas genéticas y fenotipicas
en una coleccién de cepas danesas que incluia a seis cepas norleamericanas del
estudio de Musser'?. Seis divisiones filogenéticas mayores y una fuerte correlacion
entre las diferentes caracteristicas evaluadas fueron identificadas, lo cual sugeria
una estructura clonal de la poblacion. Ademas, como Musser y Helmig'®, Hauge
encontro que los aislados que expresaban el polisacarido de tipo I pertenecian a
dos lingjes evolutivamente distantes, sin embargo no encontraron diferencias en el
potencial patogénico entre las dos divisiones'’

A través del analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de

restriccion del DNA (RFLP) * v de experimentos de cambios en la temperatura de



crecimiento®, Palacios y col. evaluaron 57 cepas mexicanas de SGB aisladas de
pacientes con enfermedad y de sujetos asintomaticos. Utilizando un fragmento de
DNA que contenia el gen de aldolasa (fba) como sonda de hibridacion, se
identificaron dos patrones de restriccion dentro det serotipo Il uno de los cuales
correspondia al mismo patron de una cepa control representativa de la CAV de
Musser'? En este estudio tres cepas del serotipo Illl. aisladas de casos con
enfermedad fueron identificadas como pertenecientes a la CAV'® 2,

En un estudio reciente realizado con enzimas de restriccion y analisis de
electroforesis en gel por campos puisados se identificd un solo patrén de restriccion
en cepas del serotipo 1ll de neonatos con sepsis y meningitis?' Los resultados de
este estudio parecen apoyar la existencia de una clona Unica con una elevada
virulencia como la propuesta por Musser.

A pesar de la utilizacion de diferentes pruebas de biologia molecular con un alto
poder de discriminacion en diversos estudios, la CAV dei serotipo 1ll de SGB ha

sido identificada solo por algunos investigadores'> 2!

. Esto ha dado lugar a que se
cuestione la existencia de esta clona de alta virulencia (CAV)'"'% 224 y 5 que su
identificacion se considere como &l resultado de muestreos sesgados, compuestos
principalmente de cepas aistadas de pacientes con enfermedad'?. Otra hipétesis ha
propuesto que la mayoria de cepas aisladas de casos de enfermedad no se
agrupan en una clona, sino en varias clonas del serotipo lll, algunas de ellas con
una mayor virulencia'®. Estas clonas, por lo tanto, tendrian una distribucion mundial
y serian las responsables de la diferente incidencia de enfermedad por SGB que se

observa en los distintos paises'® “?® Sin embargo, estas investigaciones tienen

limitaciones, ya que en ninguna de ellas se ha controlado el efecto de ciertos
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factores perinatales que incrementan &) riesgo del recién nacido para sufrir
infeccion, ya sea al incrementar la susceptibilidad del huésped o el tamafo del

11,1817

inoculo Asi, a pesar de los diferentes estudios realizados, no se ha

confirmado si la CAV o un grupo pequefio de clonas con una mayor virulencia son
las principales responsables de la patologia perinatal causada por SGB del serotipo
M 9,971 8,22—23-

Para evaluar si existe diferencia en la virulencia entre las cepas clasificadas
como CAV y No CAV, se utilizé un modelo de enfermedad perinatal de transmisién
vertical en una cepa de rata gestante que en estado de prefiez es susceptible al
serotipo {ll de SGB?. El ratén y la rata embarazada es el modelo aceptado de
transmision vertical de sepsis neonatal por SGB. Dicho modelo ha permitido
demostrar la transmision transplacentaria, al presentar las crias la enfermedad e
identificar al microorganismo en las primeras 24 horas de vida en los diferentes
organos, con hallazgoes histologicos similares a los observados en los recién nacidos

27-28

humanos por lo que se ha considerade como un excelente modele que asemeja

a la enfermedad humana 272
La enfermedad causada por el serotipo Il en las crias del modelo de transmisién

vertical depende de varios factores, como san la dosis del inoculo, el medio en que

se diluye dicho inoculo y el volumen total a administrar 232" Otros factores que

influyen en el desarrollo de dicha enfermedad son la via de administracion y ta
condicion inmunolégica del huésped® 22,
En los diversos estudios efectuados en modelos animales con SGB se ha

encontrado una importante variabilidad en la dosis letalsg (LDsq}. La muerte de las



crias ocurrié en dosis tan variables como 10 ufc y 4,500,000 ufc'®?"*°, Esta
variabilidad ha sido atribuida al medio utiizado para administrar & inoculo
bacteriano. Cuando cepas del serctipo | y !l aisladas de enfermedad fueron
diluidas en caldo Todd-Hewitt la LDso fue baja; en cambio, esta dosis se incremento
cuando se utilizé solucién salina normal como vehiculo para la administracidn del
indculo®. En un modelo murino de transmision vertical, Noel y col. causaron
enfermedad en las crias al administrar dos mililitros de solucién salina normal con
1.8x10° ufc/ml de una cepa del serotipo I1l. Esta dosis no fue letal para ninguna de
las crias y SGB fue aislado de sangre, tejido cerebral, higado y bazo en las crias.
Debido a la variabilidad conocida en la DLsy de SGB, se eligié la dosis empleada
por Noel y col. de 1.8x10° ufe/ml en solucion salina. Esta dosis aseguraba la

produccion de bacteriemias y enfermedad sin causar la muerte en las crias™.

1}



JUSTIFICACION:

En diversos estudios de epidemiologia molecular se ha identificado una dicotomia
filogenética y se ha propuesto la existencia de una CAV dentro del serotipo lll de
SGB. Esta CAV parece poseer caracteristicas fenotipicas de alta virulencia; sin
embargo, en algunos estudios no se ha demostrado que esta CAV este asociada
con una mayor probabilidad de enfermedad en el humano, cepas del serotipo il
son frecuentemente aisladas de portadores'**® y cepas del serotipo |l clasificadas
como No CAV también son aisladas de casos de enfermedad. Debido a esto, se
considerd necesario evaluar in vivo la virulencia de la CAV en un modelo animal de

transmision vertical, y comparar dicha virulencia con la de cepas no clasificadas

dentro de esta clona.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

cLas cepas de SGB del serotipo lll clasificadas como CAV" presentan una
mayor virulencia que las cepas del serotipo Il No CAV* al ser evaluadas en un

modelo animal de enfermedad de transmision vertical?

HIPOTESIS:

La virulencia de las cepas del serotipo |l de SGB clasificadas como CAV es
superior a la de las cepas No CAV del serotipo Il en un modelo animal de

transmision vertical.

OBJETIVO:

Comparar en un modelo animal de transmisién vertical la virulencia de las

cepas del serotipo Il de SGB clasificadas como CAV y No CAV.

sldentificadas a través de RFLP utiizando el gen de la fructuosa I, 6 bifosfato
aldolasa como sonda de hibridacion y por su inhibicién del crecimiento a 40°C.



DEFINICION DE VARIABLES.

Variable Independiente:

1. Clasificacién como CAV o No CAV y origen clinico de las cepas en estudio.
Las cepas utilizadas fueron clasificadas como CAV o No CAV a través de andlisis
de RFLP utilizando como sonda de hibridacion el fragmento de DNA conteniendo el
gen de aldolasa (fba)'®® y por sus caracteristicas de crecimiento a 40°C en un
medio quimicamente definido'>'®. En base a esto, dichas cepas fueron clasificadas

Como sigue;

1a. Cepa clasificada como CAV del serotipo 11l y aislada de enfermedad.

Definicidon conceptual: La clona de alta virulencia del serotipo Il de SGB {CAV)
incluye a toda cepa que tiene el mismo patron electroforético - por multilocus
enzimatica'? o por RFLP utilizando el gen fab como sonda de hibridacién'*® - de
las cepas de la division 1 de Musser y col.'?, y toda cepa cuyo crecimiento es
inhibido a 40°C en un medio quimicamente definido’* ™, y que ademas fue aislada
de un caso de enfermedad invasiva.

Definicion operativa: Cepa del serotipo I aislada de un caso de meningitis cuyo
crecimiento es inhibido a 40°C en un medio definido quimicamente’>'® y que tiene el
patrdn electroforético por multifocus y RFLP utilizando el gen fab como sonda de
hibridacién'®? de las cepas de la division | de Musser y co!. ?

Escala de medicién: Nominal

1b. Cepa clasificada como No CAV del serotipo lll y aislada de enfermedad.

Definicién conceptual: Cepa del serotipo Hl de SGB que correspande a la division

11 de Musser por multilocus enzimatico'?, con un variado patrén electroforético, cuyo
p
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crecimiento no es inhibido en un medio quimicamente definido y a 40°C'*"%, y es
aislada de un caso de enfermedad invasiva,

Definicién operativa: Cepa identificada como No CAV por RFLP utilizando el gen
de la fructuosa-16-bifosfato aldolasa como sonda de hibridacion®®, cuyo
crecimiento no es inhibido en un medio quimicamente definido y a 40°C™"® y es
aislada de un paciente con meningitis.

Escala de medicién: nominal.

ic. Cepa clasificada como No CAV del serotipo ll] v aislada de portador.

Definicién conceptual: Cepa de SGB del serotipo Il que fue aislada de un
portador, clasificada dentro de la divisién [1 de Musser y col. por muiltifocus
enzimatico'? o por RFLP utilizando el gen fab como sonda de hibridacion'®? y
cuyo crecimiento no es inhibido en medio quimicamente definido y a 40°C™'®

Definicion operativa: Cepa del serolipo il de SGB aislada de portador
asintomatico, identificada como No CAV por RFLP utilizando el fragmento de la
fructuosa-1,6-bifosfato aldolasa come sonda de hibridacion'®?, y cuyo crecimiento
no es inhibido en un medio quimicamente definido a 40°C."*"®

Escala de medicién: nominal

Variable dependiente:

Virulencia de las cepas:

Definicién conceptual: Es el grado en el que se expresa la patogenicidad“ La

patogenicidad y virulencia en ocasiones les dan el mismo significado, sin embargo

14



la virulencia esta mas relacionado con la infecciosidad® la invasividad y la
toxigenicidad del microorganismo.

Definicién operativa: La virulencia operativamente se definié como la magnitud o
el grado de diseminacién del microorganismo en los diferentes tejidos y en sangre
de las crias de |as ratas expuestas a cepas del serotipo Ill CAV y No CAV. Y fue
evaluada por la frecuencia de aislamiento de SGB en los cultivos de los érganos
(higado, pulmén y tejido cerebral) y/o la demostracion de bacteriemia en las crias,

Escala de medicién: Nominal dicotomica (aistamiento positivo o negativo).



MATERIAL Y _METODOS:

DISENO DEL ESTUDIO:

Experimental de tres grupos.

LUGAR DONDE SE LLEVO A CABO EL ESTUDIO:

Se realizd en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y

Parasitarias del Hospital de Pediatria, y en el Bioterio del CMN SXXI, IMSS.

1. Modelo experimental, embarazo ¢ identificacién de las ratas prefiadas;

Ratas Sprague Dowley de 60 a 70 dias de edad no prefadas fueron expuestas
a apareamiento durante dos dias®. Posteriormente las ratas fueron vigiladas
durante 14 dias, momento en e cual se llevd a cabo la seleccion de las ratas
prefiadas y su identificacion a través del marcaje de la cola de numeros

progresivos® con un marcador indeleble.

_2. Preparacion del inoculo bacteriano y seleccién de la muestra:

a} Cepas bacterianas.

Se utilizaron tres cepas del serotipo Il de SGB aisladas de recién nacidos. La

cepa CAV 110 aislada de un caso con meningitis y la cepa Na CAV 181 aislada de
portador'*'®® Estas cepas fueron proporcionadas por el Dr. S.J. Mattingly del
departamento de microbiologia de la Universidad de Ciencias de la Salud de San
Antonio Texas. La cepa No CAV 19 del serotipo Il de SGB fue aislada en el INPer
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de un recién nacido con meningitis. Las cepas de referencia CAV y No CAV fueron
previamente clasificadas a través de RFLP utilizando el gen de la fructuosa-l,6-
bifosfato aldolasa como sonda de hibridacién y mediante la inhibicién de su
crecimiento a 40°C por Palacios y col'%20
b) Estandarizacién de la suspensién bacteriana y preparacién del inoculo.

De tas cepas seleccionadas se tomaron tres colonias frescas aisladas en agar
sangre, las cuales fueron suspendidas en 10 m! de caldo Todd-Hewitt (Difco,
Detroit IM) e incubadas a 37°C durante la noche antes de su uso.

Para la estandarizacion de la dosis bacteriana cada suspension fue ajustada
utilizando un espectofotémetro (Spectronic 20 series Bausch, Lomb) hasta alcanzar
la misma densidad dptica del fubo 6 de McFarland (1.2 unidades a una Agsgnm), lo
cual corresponde a 1.8 x 10° célulasiml®®, Estas suspensiones fueron centrifugadas
a 1200 revoluciones por minuto durante 15 minutos a 4°C. El paquete hacteriano
resultante fue lavado, centrifugado, vy suspendido en solucién salina estéril hasta
alcanzar la densidad dptica mencionada. Cada suspension fue colocada en hielo
hasta su aplicacidén dentro de la primeéra hora de su preparacion.

¢) Seleccion de la muestra.

Se incluyeron las crias, obtenidas por cesarea o cuyo alumbramiento fue
presenciado por el investigador, de 14 ratas inoculadas intraperitonealmente.
Aungue no ocurrié ningun caso durante la realizacidn del presente estudio, se
consideraron como motivos de exclusién si las ratas hubieran sido inoculadas en
tejidos subcutaneos o en un érgano o viscera, asi como en casos de muerte por

causa no infecciosa. Ademas, se efliminaron los ébitos cuando por el estado de



descomposicién y/o maceracion al nacimiento, era imposible realizar al menas un

estudio parcial.

3. Administracion del inoculo y toma de microhemocultivos seriados en la

rata prefiada;

Para la estandarizacion del modelo experimental se inocularon un total de 23
ratas. El inoculo bacteriano se aplicé a las ratas prefiadas en forma cegada y al
azar dentro de la primera hora de $u preparacion, Una vez preparada la suspension
de Ias tres cepas en estudio, una tercera persona asigndé un numero de codificacién
a cada una de estas suspenciones, este numero era desconocido por el
investigador, y el orden en el que se administraron fue asignado al azar. Las ratas
prefiadas fueron inoculadas por via intraperitoneal el dia 17-1I8 de gestacion. Previa
asepsia y antisepsia del cuadrante inferior derecho del abdomen se inyectaron dos
mililitros de la suspensién bacteriana mediante una aguja de insulina. La rata
prefiada fue colocada dentro de wun contenedor para la toma de
microhemocuttivos® seriados a las 2, 24, 48 y 72 horas de haber sido inoculada®
Previa asepsia y antisepsia de la cola se procedid a la amputacién distal, con

extraccion de 0.2 ml de sangre para los microhemocultivos.

4. Extraccion de las crias mediante cesarea y cultivo de los érqanos de las

crias;
En el dia 21-22 de gestacién la rata prefada fue anestesiada con éter para
efectuar la cesdrea con extraccion de todas las crias. Al terminar el procedimiento

la rata fue sacrificada mediante la inhalacion de éter. Las crias también fueron
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sacrificadas en las primeras 24 horas de vida mediante inhalacion de éter. Previa
asepsia y antisepsia de la regidn toracica, se extrajeron 0.2 m| de sangre por
puncién intracardiaca para microhemocultivo. Se cortaron fragmentos de higado y
pulmén para cultivarse por duplicado. Los fragmentos de higado y pulmén de las
crias sacrificadas y de los obitos fueron homogeneizados con 200 a 600 ul de
solucion salina estéril, de los cuales 50 il se sembraron en agar sangre de camero
al 10% y 200 pl fueron inoculados en tubos con cuatro ml de caldo Todd-Hewitt.
Mediante una aguja del No, 25 se aspirc’alteji.do cerebral de las crias con extraccion
de 0.2 ml y se inocularon en un tubo de microhemocultivo. Todos los

procedimientos se efectuaron en una campana de fiujo laminar.

5. Aislamiente e identificacién de SGB en los homogeneizados de tejidos:

Los cultivos de los 6rganos homogeneizados se incubaron a 37°C durante 18
horas. La lectura del crecimiento bacteriano se efectud a las 24 horas para los
cultivos en placa y a las 48 horas en Iqs cultivos en caldo Todd-Hewilt. Se
seleccionaron las placas de gelosa sangre con colonias sospechosas de SGB para
su aislamiento e identificacién. La placa con ausencia de crecimiento fue
consignada como sin desarrollo (5/D). Los cultivos en caldo Tood-Hewitt con 48
horas de incubacién fueron sembrados en placas de gelosa sangre. A las 24 horas
de incubacién a 37°C se efectud la lectura de la placa y se llevé a cabo el
aislamiento e identificacion de las colonias sospechosas de SGB.

Los tubos de Todd-Hewitt de la siembra sin desarrollo bacteriano fueron incubados

durante 10 dias, momento en que una segunda siembra se efectud en gelosa

19



sangre para detectar SGB. Una vez aisladas las colonias sospechosas de SGB se
llevé a cabo la identificacién a través de tincién de gram, prueba de catalasa,

prueba de CAMP y aglutinacién con latex*'.
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TAMANO DE LA MUESTRA:

Para la estimacién del tamano de muestra se utilizd el nomograma para
variables cualitativas, donde el nivel de significancia o fue de 0.05 y f de 0.20%,
Para este calculo se utilizaron las cepas CAV 110, aislada de un RN con meningitis,
y No CAV 181 aislada de un necnato portador. Se asigné como grupo experimental
a las crias retadas con la cepa CAV 110, ya que se presuponia una mayor
virulencia en esta cepa. _La virulencia de las cepas No CAV 18 y 181 se considero
gue era comparable, por tal motivo independientemente de su origen clinico se
asigno a las crias del grupo de la cepa 181 aislada de portador y clasificada como
No CAV como grupo control. No obstante que se esperaba que con 3 ratas
prefiadas por grupo se completara el tamafio de muestra, se realizd un estudio
piloto con seis ratas prefadas para catcular el efecto esperado, y al mismo tiempo
se iniciaron los experimentos. La muestra del estudio piloto se perdié por el
canibalismo que presentan las ratas cuando sus crias nacen enfermas. Los
experimentos ya iniciados se continuaron, y se efectud un punto de corte en la
muestra al contabilizar 23 ratas prenadas inoculadas, sin embargo sclo reunieron
criterios de inclusion 124 crias de 14 ratas. La recuperacion de SGB en los cultivos
de tejido cerebral de las crias retadas con la CAV 110 fue de 80.4%, y en las crias
infectadas con la cepa No CAV 181 de 57.8%. Los porcentajes de aislamiento de
SGB en los cultivos de tejido cerebral de las crias expuestas se llevaron al
nomograma para calcular el nimero de crias en cada grupo, y se obtuvo, una "n”

de 17 crias para cada grupo. Tomando en cuenta que se contaba con los resultados
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de las 124 crias de las 14 ralas incluidas se decidio superar la “n" calculada de 17

crias.

ANALISIS DE RESLULTADOS:

La proporcion de aislamientos con SGB en los cultivos de los drganos y en los

hemocultivos de las crias infectadas con las cepas CAV110, No CAV 19y No CAV

181 fue comparada por chi cuadrada®™**

Mediante estadistica descriptiva se reportaran los resultados de las ratas

prefadas.

ASPECTOS ETICOS:

Ce acuerdo con la Ley General de Salud de México, s& cumplid con las medidas
establecidas de seguridad para el cuidado y manejo de 10s animales, con apego a
los articulos 122 y 123 referentes al empleo de procedimientos que aseguren la

muerte de los animales de experimentacidn sin sufrimienta™®.
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RESULTADOS

Una vez que fue estandarizada la suspension bacteriana se inoculd a 23 ratas
prefiadas. De esta muestra fueron eliminadas siete ratas debido a que el parto no
fue presenciado por el investigador, Otras dos ratas tuvieron que eliminarse, el
motivo en una rata fue la presencia de un parto distécico secundario a un periodo
expulsivo prolongado de tres horas que causd la muerte de todas las crias. La
segunda rata muere al tercer dia de la aplicacidn del inoculo bacteriano. La causa
de muerte fue hemorragia pulmonar, sepsis y neumonia por SGB. Se identificaron
cocos gram positivos en los alvéolos pulmonares, y se aistd SGB en dos
hemocultivos.

De las 14 ratas prefadas que fueron incluidas, se les practicod cesarea a once
ratas y el parto fue presenciado en ires.

Se incluyeron 126 crias de 14 ratas infectadas con alguna de las tres cepas del
serotipo 1l probadas (Tabla 1). El grupo expuesto a la cepa CAV 110 incluyd 47
crias. Los grupos retados con cepas No CAV incluyeron 42 crias para el grupo
expuesto a la cepa No CAV 19 y 37 crias hubo para el grupo retado con la cepa No
CAV 181(Tabla 2).

Debido al estado de descomposicidn que presentaron 14 obitos (Tabla 3), no fue
posible tomar todos los cultivos por duplicado de higado y pulmén en las crias.
Hubo dos éhitos de las ratas 38 y 35 respectivamente que por el avanzado estado
de descomposicion no fue posible tomar ningdn cultivo,

Un total de 561 cultivos positivos en las crias se registraron: 124 cultivos

positivos con SGB fueron registrados respectivamente en los cultivos de sangre y
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de tejido cerebral de las crias. De los cultivos realizados por duplicado en caldo
Todd-Hewitt y gelosa sangre a las crias, SGB se aislé en 154 cultivos de higado y
en 159 cultivos de pulmoén.

Se identificaron 149/184 cultivos positivos con SGB en el grupo de crias de ratas
expuestas a la cepa CAV 110 (Tabla 2). El nimero de cultivos positivos en este
grupo fue de significacion estadistica (p =0.0000001) (Tabla2), a diferencia de las
crias de ratas inoculadas con cepas No CAV 19 (82/161) y No CAV 181(82/146).

Al comparar la frecuencia de hemocultivos positivos en las crias de ratas
retadas con la cepa CAV 110 (26/46) con el nimero de hemocultivos de las crias
expuestas a las cepas No CAV 181 (12/37) y No CAV 19 (13/41), la proporcion de
aistamientos de SGB fue mayor para las crias expuestas a la cepa CAV 110
{p=0.02)(Tabla 5). Ademas las crias de ratas que fueron inoculadas con la CAV 110
presentaron una mayor frecuencia de aislamiento de SGB en los cultivos de tejido
cerebral (37/46), a diferencia de las crias de ratas retadas con las cepas No CAV 19
(21/41) y 181(22/37) (p<0.05)(Tabla 5).

Una elevada frecuencia de cultivos positivos con SGB se observo en el higado
de las crias de ratas infectadas con la cepa CAV 110 (41/46){ p=0.005)(Tabla 5).

Al comparar &l aislamiento de SGB en los cultivos de pulmoén entre las crias de
las ratas infectadas con las cepas CAV 110 (40/46} y No CAV 1B1 (24/38) y No
CAV 19 (25/39), un mayor nimero de cultivos positivos fueron recuperados en el
grupo expuesto con la CAV 110 (p=0.03)(Tabla 5). En la figura |. se muestran dos
microfotografias de la cria numero 46 de una rata inoculada con la CAV 110, donde

se identifican cocos gram positivos en los cortes de tejido hepatico y pulmonar
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tenidos con tincion de gram. Mediante la tincidn de hematoxilina y eosina se
observo fa ausencia de reaccidn inflamatoria en los tejidos que presentaban los
abscesos.

Por otro lado, se cbservd una recuperacién similar de SGB en hemocultivos y en
los cultivos de los diferentes 6rganos evaluados en las crias de las ratas infectadas
con las cepas No CAV 19y 181 (p=NS).

La recuperacion de SGB en los cuatros sitios anatdmicos estudiados en las crias
de ratas expuestas a alguna de las cepas CAV y No CAV, fue mayor en las crias
infectadas con la cepa CAV 110 {46% 21/46), en cambio este porcentaje fue menor
para las crias de ratas retadas con las cepas No CAV 19 (9/41, 22%) y 181 (7/37,
19%)(Tabla 6).

Un diferente grado de recuperacién de SGB en los cuatro sitios evaluados en las
crias expuestas a las cepas CAV 110 y NO CAV 19 y 181 del serotipo Ill se
observd mediante el analisis inferencial de los resultados (ji cuadrada = 23.6), y
apoyé la hipotesis de una mayor virulencia para la CAV 110 (Ha g Ho) (Tablag)).

Al comparar |a presencia de uno o mas cultivos positivos para SGB en cualquiera
de los 6rganos estudiados, las crias de ratas expuestas con la CAV 110
presentaron mas de un aislamiento positivo en 45 de 46 crias {(p=0.009). Esta
proporcién fue menor entre las crias de las ratas infectadas con las cepas No CAV
19 {(31/41) y 181 (31/37){Tabla 7). De esta manera, el numero de crias con ausencia
de aislamiento en todos los cuitivos fue del 2% (1/46) en las crias retadas con ia
CAV 110, para las crias de ratas retadas con la cepa No CAV 19 fue del 24 %
{(10/41) y en las crias expuestas con la cepa No CAV 181 no hubo crecimiento en

16%(6/37)Tabla 7).
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DISCUSION:

El SGB se puede encontrar como comensal en recto y vagina de mujeres
embarazadas, dicha colonizacion por (o comun no tiene consecuencias clinicas para
el recién nacido. Se desconoce porque algunos de los neonatos y madres
colonizados desarrollan enfermedad y, en cambio, otros permanecen asintomaticos.
Aunque se ha demostrado que el estado inmune de las madres colonizadas tiene un
papel importante al proveer proteccion pasiva a sus recién nacidos®, los resultados
de varios estudios sugieren diferencias en la virulencia de las cepas de SGB, que

H10121822 yyarios estudios

pueden contribuir al desarrollo de enfermedad neonatal
sugieren la existencia de cepas de una clona Unica o de un nimero limitado de
clonas que podrian explicar la mayoria de la morbilidad y mortalidad causada por
§GB*'%'2'8 En un estudio de 118 cepas aisladas en Dinamarca'’ y en otro con 276
cepas francesas’, la evaluacién de 10s genotipas cromosomales por electroforésis de
multilocus enzimatico demostré una dicotomia filogenética dentro del serotipo Ill, en
el analisis dendografico de Musser dos divisiones filogeneticas primarias fueron
encontradas. Las dos divisiones incluian cepas del serotipo Ill, una contenia
exclusivamente a las cepas aisladas de enfermedad, en cambio la otra division
inclula cepas aisladas de mujeres embarazadas portadoras asintomaticas'Z
Ademas, la mayoria de las cepas del serotipo Ill quedaron agrupadas en un namero
limitado de patrones electroforéticos. Este estudio ha sugerido la existencia de una
estructura clonal en |las poblaciones de SGB con una virulencia distinta entre las

clonas. Otros autores demostraron, también, la existencia de un numero ilimitado de

“clonas de portador” del serotipo il y de otros serotipos ¥, en cambio, un numero
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restringido de clonas que causan enfermedad, las cuales parecen ser de distribucion

mundiaf®17-18.24,

Aungue algunas investigaciones apoyan la existencia de una CAV dentro del
serotipo Ill de SGB'??!, no existe ningun estudio que haya evaluado de manera
directa la virulencia de esta CAV “in vivo", y se desconoce si la CAV posee la
virulencia necesaria para causar enfermedad en el recién nacido, y si dicha
virulencia es mayor a la de las cepas que no pertenecen a dicha clona.

La utilizacién del modelo animal en el presente estudio proporciond varias
ventajas, como son la reproduccion fiel de la enfermedad neonatal de transmision
vertica! por SGB*®' y la posibilidad de controlar algunos aspectos relacionados con
la dosis infectante y el tiempo de exposicion al microorganismo, al sacrificar a las
crias en las primeras 24 horas de vida. Todo esto, permitid la comparacion objetiva
de la virulencia de cepas del serotipo lIl clasificadas como CAV y No CAV. Por ofro
lado, se seleccionaron los drganos que son infectados con mayor frecuencia en los
recién nacidos humanos y en las crias de modelos animales con enfermedad
congénita por SGBZ%%

Debide a que 1a sepsis y la neumonia son las manifestacicnes mas frecuentes en
el neonato con infeccion temprana por SGB?, se tomaron cultivos de sangre y tejido
pulmonar de las crfas. Ademas, se evalub al higado de las crias debido a que en ios
estudios de transmisién vertical este 6rgano es infectado frecuentemente %2,

Considerando que las cepas CAV 110 y No CAV 19 fueron aisladas de recién
nacidos con meningitis, era esperada una elevada probabilidad de que ambas

cepas causaran meningitis en [as crias;, sin embargo, e mayor ndmero de
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aislamientos de SGB en los cultivos de tejido nervioso se observd en las crias
expuestas a la cepa CAV 110. Este hallazgo parece sugerir un tropismo diferente
para infectar al tejido cerebral entre los aislados clasificados como CAV y No CAV.

Pese a que el modelo animal de transmisidn vertical favorece la infeccion
hepatica a través de la ruta transplacentaria®, una mayor frecuencia de
aislamientos de SGB en los cultivos de higado fue observada en e! grupo de crias
de las ratas expuestas a {a cepa CAV 110.
A pesar de que la ruta mas probable de transmision en el modelo animal fue la
hematdgena transplacentaria, las crias de las ratas inoculadas con la cepa CAV 110
presentaron una mayor frecuencia de aislamiento de SGB en pulmdn, lo que esla
en relacion directa con el mayor ndmero de aislamientos en sangre en las crias
expuestas a la cepa CAV.
Si bien la cepa No CAV 181 fue aislada de portador y parece poseer una menor
virulencia con respecto ala CAV 110, es probable que la enfermedad en las ratas y
en sus crias infectadas con la cepa No CAV 181, se debié a la ruta de
administracion utilizada. La ruta intraperitoneal permitié la evasién de diversos
mecanismos de defensa localizados en las mucosas y e! acceso directo al medio
interno de las ratas inoculadas. Esto puede explicar porque las dos cepas No CAV
estudiadas tuvieron una virulencia similar; en cambio dicha virulencia fue inferior a
la de la cepa CAV 110.

A pesar de la administracion intraperitoneal y del control de algunos factores de
riesgo perinatal descritos en la infeccién humana, el modelo animai utilizado permite
sugerir que la cepa clasificada como CAV parece poseer una mayor virulencia que

las cepas No CAV,
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En este modelo, la CAV fue identificada por su incapacidad para crecer a 40°C y por
RFLP'>18.1920 silizando como sonda de hibridacioh al gen de aldolasa. Estas dos
caracteristicas han sido utilizadas como marcadores altamente sensibles y
especificos para identificar a las cepas CAV, como fueron defimdas por Musser y
col. y por Mattingly y col.'**® |as cuales han sido generalmente aisladas de casos de
enfermedad. En el presente estudio, la cepa CAV 110, representativa de la division
filogenética 1 de Musser, mostré una mayor virulencia en el modelo animal que las
cepas representativas de la division filogéntica Il del mismo autor, aisladas tanto de
portador como de enfermedad, lo cual apoya in vivo una mayor virulencia en la
clinica para ta CAV del! serotipo IH. Sin embargo, es necesario realizar estudios que
permitan evaluar si el gen mutante de la ffuctuosa-1,6-bifosfato aldolasa esta
relacionado o no con la virulencia de la CAV, ¢ bien, si otros genes que codifican
factores de virulencia localizados “rio arriba” y/o “rio abajo” estan relacionados con
el gen de dicha aldolasa, y si mutaciones en estos udltimos genes son los
responsables de la mayor virulencia de la CAV.

Los resultados observados sugieren una mayor virulencia para la cepa CAV del
serotipo |ll, y proporcionan elementos para explicar la falta de éxito de la
quimicprofilaxis materna durante el parlo en ausencia de factores de riesgo
perinatales. LLa quimioprofilaxis utilizada en USA y Europa parece haber favorecido
una mayor proporcidn de casos de enfermedad tardia en neonatos de térming™*®
Es en este grupo de pacientes en los que cierlos factores de riesgo perinatal, los
cuales pueden incrementar la susceptibilidad det huésped para sufrir enfermedad,
estan generalmente ausentes. En estos casos se ha sugerido una mayor virulenda

del microorganismo como causa de dicha enfermedad,
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Otro aspecto que tampoco tiene respuesta aun, es el observado en paises
subdesarrollados, Aunque los porcentajes de colonizacion por SGB en las mujeres
embarazadas de estos paises son similares a la reportada en USA y Europa,
registran una tasa de infeccion y enfermedad neonatal por SGB baja. Se ha
sugerido la existencia de clonas de SGB con una “menor virulencia® en estos paises
%, Sin embargo, no hay una comrefacién entre la menor virulencia y ia mayor
letalidad neonatal registrada en algunos de estps paises. Asi, aunque esta mayor
letalidad puede ser explicada por otros factores, tales como las caracteristicas de
las poblaciones estudiadas, existe la posibilidad de que dicha letalidad pueda ser

atribuida a la presencia de una o mas clonas virulentas de SGB.

3



Tabta 1. Nimero de hemocultivos con aislamiento de SGB en 14 ratas
inoculadas por via intraperitoneal con 2 ml de una suspension con
1.8x10° ufc/ml de cepas CAV y No CAV del serotipo !ll.

Positivas/ Total(%) (%)
Cepa Inoculada Numero de Ratas Hemocultivos Mortalidad
Prefiadas
CAV 110 4 14/18 (87.5) 0
No CAV 19 5 9/20 (45) 0
No CAV 181 5 11/22 (50) 0

Cepas CAV y No CAV: clasilicadas por su inhlbiclén para crecer a 40° C y por RFLP
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Tabla 2. Aislamientos de SGB en el total de cultivos “realizados a las crias de las ratas
inoculadas por via intraperitoneal con 2ml de una suspensién bacteriana con
1.8x10° ufc/ml de cepas CAV y No CAV del serotipo I

Cepa inoculada Origen clinico Nimero de Numero de Cultivos de las crias
Ratas prefiadas Crias Positivos/Total (%)
*CAV 110 Enfermedad 4 47 144 184 (78%)
"No CAV 19  Enfermedad 5 42 821 161 {51%)
‘No CAV 181  Portador 5 37 B2/ 146 (56%)

“Hemecultivos,culiivos de pulmon, higado, y cerebro
Ceeas CAV y No CAV: clasificadas por su inhibicidn para crecer a 40° C y por RFLP/

Vo <0601
S*Pned. 001
Y op<,001
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Tabla 3. Ndmero de ratas prefiadas ineculadas por via intraperitoneal con 2ml de una
suspensién bacteriana con 1.8x10" ufcim! de cepas CAV y No CAV del serotipo [l
Numero de 6bitos y de crias infectadas con SGB de las ratas prefadas que fueron

expuestas.
Cepa inoculada Numero de ratas Namero de crias Nimero de Sbitos!
prefiadas inoculadas con ajslamiento de total de crias

SGB/ Total de crias

*CAV 110 4 46/ 47 5147
bNo CAV 19 5 30/42 bgs42
‘No CAV 181 5 32/37 <3137

Ceeas CAV y No CAV: clasificadas por su inhibicién para ctecer a 40° C y par RFLP
avibwvee __
p=0.40
aveb 50,37
nYRG p-ﬂ.'ﬂ
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Tabla 4. Frecuencia de bacteriemias por SGB en las 14 ratas inoculadas por via intraperitoneal
con 2ml de una suspension bacteriana con 1.8x10° ufc/m| de cepas CAV y No CAV del
serotipo 11II y aislamiento de SGB en los cultivos de sangre, higado, pulmoén y cerebro
delas crias.

Aislamiento de SGB
Cepa en las crias y ratas
Inoculada ‘I;wlt':mero Cultivas Positivas/Total
e rata
Ratas .
Prefiadas Crias
CAV Sangre Sangre Tejido cerebral Pulmén Higado
110 29 4/4 4/14 8/14 13/14 13/14
110 32 4/4 6/10 8/10 9/10 8/10
110 *18 414 *11/12 11/12 12/12 12/12
110 46 2/4 5/10 10/10 6/10 8/10
No CAV
19 28 2/4 2/4 4/4 4/4 34
19 23 1/4 0/9 1/9 . 2/9 1/9
19 *35 3/4 *7/11 11/11 10/11 10/11
19 40 2/4 4/6 3fe 6/6 5/6
19 34 1/4 0/11 2/11 3/8 6/10
No CAV
181 45 2/4 2/5 4f5 3/5 3/5
181 36 3/4 4/8 5/8 6/8 7/8
181 30 3/4 4/11 11/11 S/10 8/10
181 24 0/4 0/5 0/5 0/5 0/5
181 41 3/4 2/8 2/8 7/8 5/8

Cepas CAV y No CAV: clasificadas por su inhibicién para crecer a 40° C y por RFLP
* La camada de la rata 38 fue de 13 crias y la de a rata 35 de 12, pero cada una presentd un ébito cuyo
estado de descomposicion no permitid la toma de ningun cultivo,
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Tabla 5. Hemocultivos y cultivos con aislamiento de SGB* en los diferentes

érganos de las ctias de ratas inoculadas por la via intraperitoneal con 2ml

de una suspensién bacteriana con 1.8x10° ufc/ml de cepas CAV

¥ No CAV del serotipo III1
Cepa inoculada Hemocultivos 'Tejido cerebral ™Higado ™ Pulmén
*CAV 110 enfermedad 26/46 37/46 41/46 40/46
"No CAV 1% enfermedad 13144 21/44 25/40 25139
‘No CAV 181 portador 1237 2237 23/37 24136
***avsbvsc
P=0.027 p=0.013 p=0.005  p=0.031
avsb P=0.020 p=0.003 p=0.003  p=0.013
*tavsc p=0.028 p=0.036 p=0.003  p=0.027

CAV y No CAV: fueron clasificadas por su inhibicidn para crecer a 40° C y por RFLP
'Cultivos positivos / Total de cultivos

**Cultivos de higado y pulmén en caldo Todd-Hewitt

analisis por jii cuadrada
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[abla 6. Proporcion de cultivos con aislamiento de SGB en sangre y en los diferentes tejidos
evaluados (higado, pulmén, y tejido cerebral) en las crias de ratas inoculadas por via
intraperitoneal con 2ml de una suspension bacteriana con 1.8x10° ufc/ml

de cepas CAV y No CAV del serotipo III

Nimero de hemocultivos y cultivos de los diferentes 6rganos con aislamiento

| de SGB (%_)
Cepa inoculada Ninguno Uno Dos Tres Cuatro
Total de crias)
CAV110  (46) 1{2%) 1(2%)  8(17%) 15 (33%)  21(46%)
No CAV19 (41) 10 (24%) A(10%) 4 (10%) 14 (34%) 9(22%)
No CAV 181 (37) 6 (16%) 2(5%)  13(35%) 9(24%) 7(19%)

]

CAV y No CAV: fueron clasificadas por su inhibicién para crecer a 40° C y por RFLP
Jicuadrada =23.66 &f = 8 o = 0.05 valorcritico 3.35,



Tabla 7. Proporcion de érganos con aislamiento de SGB en las crias de ratas
inoculadas por via intraperitoneal con 2ml de una suspensién bacteriana
con 1.8x10* ufc/ml de cepas CAV y No CAV del serotipo II1

Namero de érganos con aislamiento de SGB{%)

Cepa inoculada origen clinico Unc o mas érganos Ningin dérgano
*CAV Enfermedad 45 {98%) 1 {2%)
®No CAV Enfermedad 31 (76%) 10 (24%)
“No CAV Portador 31 (83%) 6 (16%)

CAV y No CAV: fueron clasificadas por su inhibicién para crecer a 40° C y por RFLP
Al efectuar la prueba de ji cuadrada:
avsbvsc p=0 009
2D e0.001
::: ¢ p=0.022
¢ p=0.372
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Figura 1.Corte de pulmén de una cria de una rata inoculada con 2mt de
1.8x10° ufc de la cepa CAV 110 en donde se identifica absceso en el intersticio
formado por cocos gram positivos. No se chserva reaccién inflamatoria ( Brow
Hopps 1000x).

Figura 2. Tejido hepatico tefiido con la tincién Brow Hopps de una cria de
una rata inoculada con la CAV 110. Se observan cocos gram positivos en el
parénquima por debajo de la capsula {(1000x).
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