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RESUMEN

Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B, SGB) es la principal causa de
enfermedades severas como meningitis y septicemia en los recién nacidos y en una gran
variedad de enfermedades en mujeres embarazadas, no embarazadas y personas de edad
avanzada o con enfermedades subyacentes como diabetes, cancer, cirrosis hepatica,
tratamiento con corticoesteroides, infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) y otros estados de inmunodeficiencia. Los SGB son clasificados de acuerdo con diez
tipos capsulares existentes. La capsula es el principal factor de virulencia, se ha observado
que la distribucion y la prevalencia de estos grupos capsulares varia en determinadas zonas
geograficas. El uso generalizado de antibiéticos ha favorecido el incremento de Ia
resistencia antimicrobiana y por lo tanto una reduccidn en la eficacia de los tratamientos
tradicionales, con lo que se vuelve fundamental la vigilancia de la resistencia
antimicrobiana. El objetivo del presente trabajo fue determinar la distribucién y frecuencia
de los tipos capsulares asi como la relacidn con su resistencia antimicrobiana en la poblacion
de estudio.

Se determinaron los tipos capsulares de 134 cepas de SGB provenientes de exudados
vaginales, urocultivos y de la secrecidon de una herida quirdrgica posparto recolectados
durante el 2010 en el Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del IMSS.
La determinacidon de los tipos capsulares se realizd utilizando la técnica molecular de
reaccion en cadena de la polimersa (PCR), para la amplificacién de los acidos nucleicos de
los genes que codifican para los diversos tipos de polisacarido capsular (cpsla, cpsib, cpsl,
cpsllil, cpsiV, cpsV, cpsVi, cpsVIl y cpsVIil). Se encontrd que el tipo capsular V (41.8%) fue el
predominante, seguido del la 'y Ill (17.9% y 14.9% respectivamente) y finalmente el Il, Ib, VI
y IV (con el 12.7%, 9.7 %, 2.2% y 0.7% respectivamente).

Ademas fue caracterizado el perfil de resistencia antimicrobiana para estas mismas cepas a
diez antibidticos utilizando la técnica de difusion en agar, Kirby Bauer. Las cepas fueron en

su mayoria sensibles a levofloxacina, cloranfenicol, quinupristina-dalfopristina, penicilina,



vancomicina, oxacilina y ceftizoxima. Hay presencia de una resistencia a eritromicina del
11.2%, a clindamicina del 14.8% vy a tetraciclina del 76.1%.

Nuestros resultados muestran que la distribucidn de los tipos capsulares en la poblacidn de
estudio es la misma que la reportada como global, a pesar de que las frecuencias son
diferentes. Las cepas con tipos capsular lll y V son las que tienen mayor resistencia a
tetraciclina, eritromicina y clindamicina. Conocer la distribucién capsular y los perfiles de
resistencia antimicrobiana contribuye al desarrollo de estrategias para la prevencion y

tratamiento de infecciones por Streptococcus agalactiae.
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INTRODUCCION

Caracteristicas del género Streptococcus

Los estreptococos son bacterias grampositivas capsuladas con morfologia de cocos,
pertenecientes a la familia Streptococcaceae (Figura 1). De manera caracteristica se
agrupan en pares o cadenas durante su multiplicacién, la longitud de las cadenas puede
variar desde un solo par, hasta cadenas continuas de mas de 30 células, dependiendo de la

especie y de las condiciones de desarrollo [1, 2].

Figura 1. Estreptococos desarrollados en hemocultivo que muestran cocos gram positivos en cadenas. [1]

La mayoria de las especies son anaerobios facultativos, algunos crecen Unicamente en una
atmosfera enriquecida con didxido de carbono (crecimiento capnofilico). Sus exigencias
nutricionales son complejas y su aislamiento requiere del uso de medios enriquecidos con
sangre de carnero o suero para satisfacer sus necesidades de crecimiento y sirven ademas
como indicador de los patrones de hemdlisis. Son capaces de fermentar carbohidratos,
proceso que produce acido lactico (homofermentadores), ademas de ser catalasa y oxidasa

negativos [2, 3].

Los estreptococos tienen una amplia distribucidn en la naturaleza. Algunos son miembros

de la microbiota normal de los seres humanos, otros estan relacionados con enfermedades

I
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humanas importantes atribuibles en parte a la infeccidon por estreptococos, y en parte a la
sensibilizacién a ellos [1]. El género incluye tres de los patégenos mas importantes de los
seres humanos. El estreptococo del grupo A (S. pyogenes) principal agente etiolégico de la
faringitis estreptocdcica, que puede conducir a escarlatina, fiebre reumatica y cardiopatia
reumatica; el estreptococo del grupo B (S. agalactiae) que es la causa mds comun de
septicemia en los recién nacidos y el neumococo (S. pneumoniae) que es uno de los

principales agentes causantes de neumonia y meningitis en ancianos y nifios [2].

Clasificacién de los estreptococos

Como sucede con otros grupos de microorganismos, la clasificacién y la taxonomia de
los estreptococos y las bacterias similares a Streptococcus han cambiado radicalmente
con las descripciones de varios géneros nuevos de cocos catalasa negativos [4]. Los
estreptococos son un grupo extenso y heterogéneo de bacterias y ningun sistema es
suficiente para clasificarlos. No obstante, es imprescindible comprender la clasificacion para
entender su importancia médica. La clasificacion de las especies que componen este género
es complicada debido a que se utilizan tres sistemas diferentes parcialmente coincidentes
gue basan su clasificacidon en: patrones hemoliticos, propiedades seroldgicas (de acuerdo a

los grupos de Lancefield) y propiedades bioquimicas (fisioldgicas) [3].

La clasificacién de acuerdo con los patrones hemoliticos en agar sangre de carnero (Figura
2), se debe a que muchos estreptococos pueden hemolisar a los eritrocitos in vitro en grados
variables. La destruccion completa de los eritrocitos con el aclaramiento del agar sangre
alrededor del crecimiento bacteriano se denomina hemdlisis B. La lisis incompleta de los
eritrocitos con reduccién de hemoglobina y la formaciéon de pigmento verde se llama

hemdlisis a. Otros estreptococos son no hemoliticos [1].
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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. B) Crecimiento de S. bovis con hemdlisis tipo a. C) Crecimiento de

E. faecalis, cepa no hemolitica. Pearson Education, I.N.C. 2006

Los estreptococos también son clasificados por serologia con base a los antigenos de la
superficie celular, hidratos de carbono que constituyen los grupos de Lancefield AaHyKa
U [1]. Rebecca Lancefield desarrollé en 1933 el sistema de clasificacion seroldgica para
diferenciar a las cepas B-hemoliticas. Los antigenos detectados en el sistema de grupos
de Lancefield son polisacaridos de la pared celular (como en los estreptococos humanos
delos grupos A, B, C, F y G) o son acidos lipoteicdicos de la pared celular (estreptococos
del grupo D y especies de Enterococcus) [4]. La especificidad seroldgica del hidrato de
carbono de cada grupo estd determinada por un aminoglucdsido. En el caso de
estreptococos del grupo A, es ramnosa-N-acetilglucosamina; el grupo B, es ramnosa-
glucosamina; para grupo C, es ramnosa-N-acetilgalactosamina; para el grupo D, es el acido
teicoico de glicerol que contiene d-alanina y glucosa; y para el grupo F, es una

glucopiranosil-N-acetilgalactosamina [1].

A lo largo de los afios se ha vuelto evidente que la posesion de uno de los antigenos de

Lancefield define un factor de virulencia del género estreptococo, sin importar los patrones
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hemoliticos. Estos se denominan estreptococos piégenos y en el drea médica se les conoce

mas por la letra asignada por Lancefield que por los nombres de las especies (Cuadro 1) [2].

Cuadro 1. Clasificacion de estreptococos [2].

Pi6genos
Streptococcus  Estreptococo B A Proteina M Acido Proteina M, &cido Faringitis estreptocoécica,
pyogenes grupo A hialurénico lipoteicoico, impétigo, infecciones
(SGA) exotoxinas piégenas, choque téxico,
estreptococicas fiebre reumatica,
pirégenas, glomerulonefritis.
estreptolisina O,
estreptocinasa
S. agalactiae Estreptococo B, - B - Acido Céapsula Septicemia neonatal,
grupo B sialico meningitis, infecciones
(SGB) piégenas
S. equi B C - Infecciones piégenas
S. bovis -, a D - Infecciones piégenas
Otras B, a, E-W - Infecciones piégenas
especies
Neumococos
S. Neumococo a Proteina Polisacérido Capsula, Pulmonia, meningitis, otitis
pneumoniae fijadora de neumolisina, media, infecciones piégenas
colina neuraminidasa

Viridans y no hemoliticos
S. sanguis

S. salivarius

S. mutans

Q

Baja virulencia,endocarditis
Baja virulencia,endocarditis
Caries dental

Los sistemas comerciales para la determinacién de grupo serolégico de estreptococos
utilizan técnicas de extraccion enzimatica y aglutinacion o coaglutinacion de particulas

en latex para detectar antigenos de Lancefield [4].

Finalmente, las pruebas bioquimicas comprenden reacciones de fermentacidon de
carbohidratos, pruebas para determinar la existencia de enzimas y pruebas de
susceptibilidad o resistencia a determinados compuestos quimicos. Estas pruebas se
utilizan muy a menudo para clasificar estreptococos después del desarrollo de la colonia y
de observar las caracteristicas hemoliticas, asi como en la identificacidon de especies que por

lo general no reaccionan en la prueba seroldgica de Lancefield [1].

Para fines practicos, el tipo de hemdlisis y ciertas reacciones bioquimicas siguen siendo
validos para el reconocimiento inicial y presunta clasificacion de los estreptococos. De este
modo, la B-hemdlisis indica que la cepa tiene uno de los antigenos de los grupos de

Lancefield, sin embargo algunas de las cepas o grupos positivos para estos antigenos quiza
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sean a-hemoliticos o incluso no hemoliticos. En consecuencia fue propuesta la siguiente
clasificacién: estreptococos pidgenos (grupos de Lancefield); neumococos (S. pneumoniae)

y estreptococos del grupo viridans y otros estreptococos (Cuadro 1) [2].

Streptococcus agalactiae

Caracteristicas morfoldgicas y de cultivo

Streptococcus agalactiae son cocos grampositivos (con un didmetro de 0,6 a 1,2Um), se
agrupan en cadenas cortas en muestras clinicas y cadenas mas largas en cultivo. Son
anaerobios facultativos y crecen bien en medios enriquecidos con nutrientes como agar
sangre de carnero formando colonias planas de bordes definidos, mucoides y de aspecto
cremoso. El 98% de ellos en agar sangre presenta una zona de B-hemdlisis estrecha y cerca
del 2% son no hemoliticos [3]. Representan al grupo B de la clasificacidn de Lancefield (SGB).
Pueden actuar en el humano como parte de la microbiota o como patégeno. Se encuentran
fundamentalmente colonizando el aparato urogenital femenino y la zona inferior del

intestino, ocasionalmente también puede encontrarse en la orofaringe [5, 6].

Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae

SGB comunmente colonizan adultos sanos, aunque en ciertas condiciones tienen la
habilidad de invadir tejidos del hospedero, evadir la respuesta inmune y causar serias
enfermedades invasivas como meningitis, septicemia, bacteriemia, neumonia, infecciones
Oseas, articulares y cutdneas. La capacidad de las cepas de S. agalactiae para producir
enfermedades depende de la presencia de una amplia variedad de factores de virulencia
gue contribuyen a la colonizacién e incidencia de la enfermedad en el huésped. El desarrollo
de la enfermedad refleja una colonizacién exitosa del epitelio vaginal, penetracion a la
placenta o barreras epiteliales y evasion del sistema inmune permitiendo la supervivencia

de la bacteria en la sangre [7, 8].
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S. agalactiae tiene varios factores de virulencia entre los cuales se incluyen al antigeno
polisacarido capsular (cps), los antigenos alfa y beta de la proteina C, proteinas de superficie
como Rib, hialuronidasa y la C5 peptidasa que estadn codificadas por los genes bca, bac, rib,

hylb, scpB, respectivamente [9, 10].

Diferentes mecanismos de virulencia utilizan los SGB para colonizar el hospedero y causar

enfermedades invasivas, entre ellos se encuentran:

e Adherencia a superficies epiteliales del hospedero (Adhesinas). SGB se unen a las células
epiteliales de la mucosa vaginal en condiciones de pH bajo, a través de las interacciones
de baja afinidad del acido lipoteicoico de la pared celular con la célula del hospedero y
a través de interacciones de mayor afinidad mediadas por proteinas hidrofdbicas de
superficie. Dichas interacciones requieren la adhesién de la bacteria a moléculas de la
matriz extracelular (MEC) de las células del hospedero tales como fibronectina,

fibrindgeno, laminina, unidas a su vez con integrinas (Cuadro 2 y Figura 3).

Cuadro 2. Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae asociados con el mecanismo de adherencia [7].

Factor de virulencia Mecanismo de adherencia

Proteina de superficie ScpB Fija complemento y se une a la fibronectina de la MEC del
hospedero.

Proteina Lmb Unidn a laminina.

Proteina FbsA y FbsB Unidn a fibrindgeno.

Proteina Srr-1 Unidn a keratina 4.

Proteina LrrG Adhesina asociada a cepas invasivas unidas al epitelio celular.

Acido lipoteicéico (LTA) Asociacién de baja afinidad con la célula hospedera.

Facilita la adhesidn y la colonizacién.

Invasion a través de las barreras epiteliales (Invasinas). Secrecion de toxinas o el
empleo de factores de virulencia de superficie celular, conocidas como invasinas, para
promover la entrada y sobrevivencia dentro de la célula hospedera. Varios de estos
factores promueven la invasion mediante el uso de moléculas de la matriz extracelular

(MEC) y/o las vias de sefiales de transduccion celulares (Cuadro 3y Figura 3).
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Cuadro 3. Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae asociados con el mecanismo de invasion del

tejido [7].

Factor de virulencia Mecanismo de invasion
Proteina hialuronidasa Degrada componentes de la MEC.

Cambios en el citoesqueleto del Endocitosis de la bacteria conlleva a vacuolas intracelulares. Rho,
hospedero familia de GTPasas son manipuladas por la bacteria patdgena en la
superficie celular para desencadenar la regulacidn rio abajo de la
polimerizacidn de actina y rearreglos del citoesqueleto.

Asociada con la invasion celular en el tipo cps /Il SGB.
Promueve la internalizaciéon de la bacteria al interaccionar con el
glicosaminoglicano de la superficie de las células hospederas.
B-hemolisina/citolisina Toxina formadora de poros. Promueve la invasion del epitelio
celular y la liberacién de IL-8 principal quimioatrayente de
neutrofilos.
Enzimagliceraldehido-3-fosfato Unidn y activacién del plasminégeno del hospedero promoviendo la

deshidrogenasa (GAPDH) invasion y la propagacién sistémica al obtener la capacidad de
degradar proteinas de la matriz huésped, tales como la fibronectina.

e FEvasion de la respuesta inmune. La capacidad de SGB para producir infecciones
invasivas refleja presencia de muchos factores de virulencia que permiten a las
bacterias resistir a la opsonizacién, fagocitosis o a la neutralizacién de la actividad

bactericida de los neutréfilos y macréfagos (Cuadro 4 y Figura 4).

Cuadro 4. Factores de virulencia de Streptococcus agalactiae asociados con el mecanismo de evasién de la

respuesta inmune [7].

Factor de virulencia Mecanismo de evasion de la respuesta inmune

Union del SGB al Factor H El factor H puede enlazar a C3b a una célula y facilita la degradacion
(Regulador del complemento) enzimatica de C3b por el factor I, bloqueando la formacion de
C3bBb en la via alterna.

Previene la opsonofagocitosis mediante su unién al factor H.
Polisacarido capsular (cps) Evasién de la fagocitosis por el acido sidlico en la capsula.

BibA (Adhesina) Se une a C3bp, un componente de la via clasica del complemento,
promoviendo resistencia a la muerte fagocitica.
Antigeno B de la proteina C Se une a IgA humana inhibiendo probablemente la interaccién con

el complemento.

Proteasa CspA Tras la produccidn de productos por escisidn de la fibrina, la bacteria
es recubierta con dichos productos interfiriendo con la eliminacién
opsonofagocitica medida por complemento.

Glutation (scavenger) y SODA Neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la
(super 6xido dismutasa) propias estallido respiratorio en los fagosomas.

e L =g o [ NV 90| Relacionado con el operon cyl (que codifica la citotoxina B-
hemolisina/citolisina).  Neutraliza perdxido de hidrogeno,

N
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superoxido, ion hipoclorito y el singulete de oxigeno en la explosion
respiratoria dentro del fagosoma.

Incorporacion de residuos de D- El mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos (AMPs)
alanina cargados positivamente a involucra la atraccidn electrostatica por la carga negativa de la
los acidos teicoicos de la pared superficie de la bacteria, al ser modificada su electronegatividad en
celular consecuencia cambia la afinidad por los AMPs, provocando
resistencia a los AMPs producidos por células del sistema inmune.
L Te ey e [T oo e R LT (o1 Induccidn de apoptosis independiente de caspasas (calpainas). Esta
involucrada la B-hemolisina/citolisina aunque su rol adn no se
comprende completamente.

C5a peptidasa Hidrdlisis de C5a, molécula quimioatrayente del complemento.
También la C5a peptidasa se une a fibronectina, es decir también
sirve como adhesina para la bacteria.

Proteina de union a penicilina Permite al SGB resistir a la destruccién intracelular por las células
(PBP) fagociticas alveolares (macrofagos y neutrdfilos).

Superficie celular Adherencia celular Invasién celular

000 Fibrinégenc
@ riosminsgenc @ riosming activa GAPDH g. Fibronecting

LTA
FbsA/B ScpB Sm Pili °BibA &
lagA

Figura 3. Mecanismos de adherencia celular e invasion de SGB [7]. Proteinas de la superficie celular del SGB como FbsA/B,
ScpB, Srrl, pili, BibA LTA y ACP median la union a las células hospederas y a los componentes de la matriz extracelular,
como fibrindgeno vy fibronectina. La secrecion de B-hemolisina/citolisina promueve la invasion, por la ruptura de las
barreras del hospedero exteriorizando receptores en la base de la membrana, como la laminina. El SGB también utiliza la

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) para activar el plasmindgeno en el hospedero y degradar la ECM. La

N
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invasidon intracelular por SGB se ve aumentada por rearreglos citoesqueléticos dependientes de la bacteria
desencadenados por las via de sefializacion PI3K/AKT y FAK asi como de la familia de GTPasas Rho. De forma alternativa
el SGB puede utilizar un mecanismo aun desconocido para atravesar las barreras epiteliales mediante una ruta paracelular.
ACP: antigeno a de la proteina C; BibA: adhesina bacteriana inmunogénica; ECM: matriz extracelular; FAK: cinasa de
adhesién focal; FbsA/B: Proteinas de unidn a fibrinégeno Ay B; GDP: guanosina difosfato; GTP: guanosina trifosfato; Lmb:
proteina de unién a laminina; LTA: acido lipoteicdico; PI3K: fosfatidilinositol 3 cinasa; ScpB: C5a peptidasa; Srrl: proteina

d eunidn a keratina.

Resistencia a péptides
antimicrobianos

(§ (§ Degradacién de
citocinas

Repulsién de cargas \/ T

(Operon Di) PBP1a

‘o.o‘

Union/Secuestro C5a
{pili subunidad PilB) U

B-hemolisina/
citolisina

Acido sidlico en el
polisacérido capsular

.
Pigmento
Defensa de de SGB
antioxidantes &

H,0, Fragmentos

05” tipo fibrina BibA
- O
C C3bp
_L Factor H
Lisis fC;gcfcﬁicc ¥ Interferencia con la
apoptosis O funcién del
complemento

Figura 4. Mecanismos de evasidn del sistema inmune de SGB [7]. Los SGB expresan en su superficie o secretan factores
para evadir la respuesta inmune y promover su supervivencia. El operon DIt es responsable del aumento en la
incorporacion de residuos de D-alanina en los acidos teicéicos de la pared celular, reduciendo la electronegatividad y
afinidad a péptidos antimicrobianos catidnicos. PBP1a y la subunidad piliB del pili también contribuyen a la resistencia
antimicrobiana. ScpB, la capsula de acido sialico, BibA, la proteina B y CspA inhiben la fagocitosis al interferir con las
fracciones C5a, C3 y C3bp del complemento. Las propiedades de la superdxido dismutasa (SOD) de los pigmentos
carotenoides protegen al SGB de las especies reactivas de oxigeno. De forma alternativa la B-hemolisina/citolisina apoya
la supervivencia del SGB mediante el dafio a los fagocitos y su subsecuente apoptosis. BibA: adhesina bacteriana

inmunogénica; CspA: proteasa A de la superficie celular; PBP1a: proteina de unién a penicilina 1a; ScpB; C5a peptidasa.
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Identificacion de Streptococcus agalactiae

Las pruebas presuntivas para la identificacion del género Streptococcus son: la observacion
de cocos gram positivos agrupados en cadenas o pares y la morfologia colonial que se
caracteriza por colonias planas de bordes definidos, mucoides y una zona estrecha de B-
hemolisis en medio agar sangre de carnero. Seguida de la prueba de CAMP vy la deteccién

del carbohidrato especifico del grupo de acuerdo con la clasificacién de Lancefield.

Métodos seroldgicos

La identificacidn de la variacion antigénica del carbohidrato “C” ubicado en la pared celular
se realiza mediante técnicas serolégicas siendo la aglutinacidn en latex la mas cominmente
utilizada por su elevada sensibilidad [4]. En esta técnica se utilizan anticuerpos especificos
que detectan (aglutinan) el carbohidrato estreptocdcico especifico de grupo, la ramnosa-N-
acetilglucosamina para SGA, ramnosa-glucosamina para SGB, ramnosa-N-
acetilgalactosamina para el grupo C, el acido teicoico de glicerol que contiene d-alanina y

glucosa para el grupo D y la glucopiranosil-N-acetilgalactosamina para el grupo F.

Métodos no seroldgicos

Existen métodos no seroldgicos de identificacion presuntiva para los SGB, entre ellos se
encuentra la prueba de hidrélisis de hipurato de sodio positiva, la produccién de pigmentos
anaranjados durante el crecimiento anaerdbico en ciertos medios y la prueba de CAMP

positiva. A continuacion se describen algunos de los métodos mencionados:

Prueba de hidrdlisis de hipurato de sodio.

Esta prueba se utiliza para diferenciar a los SGB de estreptococos B-hemoliticos del grupo
Ay de especies de Enterococcus B-hemoliticos [11]. Los SGB son los Unicos microorganismos
del género que producen la enzima hipuricasa. Esta enzima actua sobre el hipurato sddico
produciendo benzoato y glicina, los cuales pueden identificarse con cloruro férrico y

ninhidrina, respectivamente. En el caso del benzoato su presencia se demuestra mediante
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la formacion de un precipitado de color “café con leche”, que permanece estable durante
mas de diez minutos. Por su parte, la existencia de glicina se pone de manifiesto al aparecer

una coloraciéon purpura o morada en el medio de la reaccion (Figura 5) [12].

Figura 5. Prueba de la hidrdlisis del hipurato de sodio, se observa la reaccion del producto glicina [13]. A) Al no
hidrolizarse el hipurato a glicina, la adicién de ninhidrina no origina el cambio de color. B) Si existe hidrdlisis de hipurato,

la glicina originada reacciona con la ninhidrina y se produce un color purpura.

Prueba de CAMP

El factor de CAMP (por las iniciales de los apellidos de sus autores iniciales Christie, Atkins
y Munch-Petersen), es una proteina termoestable que actia de forma sinérgica con la B-
lisina de S. aureus (B-hemolisina) sobre eritrocitos ovinos en agar sangre. Se produce un
fendmeno litico sinérgico en el area donde hay difusién del factor de CAMP y de la B-lisina,

es decir, alrededor del crecimiento bacteriano donde convergen los dos microorganismos.

El factor de CAMP, es un péptido muy difusible producido en el 98-100% de las cepas de S.
agalactiae. El fendmeno litico se denomina prueba o reaccion de CAMP (Figura 6), donde el
agente sinergista y el factor de CAMP, sensibiliza a los eritrocitos que son destruidos por

completo (por la accién de la B-lisina de S. aureus) [11, 12, 14].
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Figura 6. Prueba de CAMP [15] Hemdlisis sinérgica con la forma caracteristica de punta de flecha en el area donde hay
difusién del factor de CAMP y de la B-lisina, es decir, alrededor del crecimiento bacteriano donde converge S. aureus y S.

agalactiae.

Clasificacion

S. agalactiae puede clasificarse de acuerdo con tres criterios, variacion antigénica del
carbohidrato C de Lancefield que como ya se menciond la especie corresponde al grupo B,
al antigeno de la proteina de superficie C (a o B) y el tipo de polisacarido capsular (tipos /a,
Ib, I, I, IV, V, VI, VII Vil y IX).

La especificidad del tipo esta dada tanto por el polisacdrido capsular como por los antigenos
proteicos. El antigeno del grupo B de la clasificacion de Lancefield, estd compuesto por un
polimero de ramnosa-glucosamina fijado a la capa de peptidoglucano de la pared celular.
La mayoria de los SGB son capsulados y pertenecen a uno de los nueve tipos capsulares
conocidos. El antigeno proteico de la proteina C existe en dos formas: alfa o beta (ca o cf);
este antigeno se encuentra en todas las cepas con tipo cps Ib (las cepas la carecen del

antigeno), en el 60% de las cepas tipo Il y pocas veces se encuentra en las cepas tipo / [4].

Clasificacion serolégica
La mayor parte de los SGB son encapsulados, el polisacarido capsular (CPS) es el principal

factor de virulencia en enfermedades invasivas por S. agalactiae debido a que le permite a
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la bacteria evadir los mecanismos de defensa inmunitaria innata [16]. A nivel molecular los
residuos de acido sidlico del CPS aceleran la disociacién de la C3 convertasa inhibiendo la
cascada del complemento, provocando una disminucién en la opsonizacién y por ende en
la fagocitosis bacteriana. Ademas los residuos de acido sidlico pueden actuar como ligandos
para las lectinas de unién a acido sidlico, reforzando la inhibicion de la fagocitosis y/o el

estallido oxidativo de neutréfilos y monocitos, favoreciendo la supervivencia bacteriana [5].

Actualmente se han identificado y caracterizado nueve tipos diferentes de CPS Ia, Ib, II, I,
IV, V, Vi, VIl y VIII. La mayoria de los SGB aislados pueden ser tipificados dentro de estos
nueve grupos, sin embargo del 4-7% no son tipificables. Esto puede deberse a una mutacién
en los genes que codifican para la cdpsula, variacidon de fase donde la bacteria no se
encuentra capsulada o simplemente no se ha caracterizado el tipo de CPS. Recientemente

se propuso un nuevo tipo de CPS, IX [16, 17].

Existen varios métodos disponibles para tipificar SGB, entre ellos se encuentran la prueba
de la precipitina en capilar, la aglutinacion en latex, co-aglutinacion, doble inmunodifusion
y ensayos inmunoenzimaticos. El método mas utilizado para tipificar es la aglutinacién en
latex basado en la reaccidn antigeno-anticuerpo de anticuerpos policlonales especificos
contra los diez tipos de polisacaridos capsulares [18]. Los métodos seroldgicos tienen sus
limitacionesy pueden fallar por la ausencia o baja expresion del CPS en diversas condiciones
experimentales, por lo que las técnicas moleculares como la PCR resultan atractivas al
solucionar estos inconvenientes proporcionando alta especificidad y reproducibilidad. La
tipificacion molecular de los genes que codifican el CPS, cuyo blanco genético es el operon
cps es uno de los métodos de tipificacion mas utilizados actualmente [19]. Recientemente
varios reportes describen el uso del analisis multilocus de repeticiones en tandem de

numero variable (VNTR, MLVA) para discriminar entre cepas de S. agalactiae [8].

El CPS de los SGB estda constituido de unidades repetidas de 5-7 monosacaridos (glucosa,

galactosa, n-acetilglucosamina y un residuo terminal de acido sidlico en la ramificacién de
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cada unidad de repeticién) dependiendo del tipo [20]. Los genes requeridos para la sintesis
del CPS se encuentran en el locus simple cps (operdn cps), quien contiene una region
variable que permite determinar el tipo cps (cpsG-cpsK) [21]. Las enzimas requeridas para
el transporte y el ensamblaje del CPS estan codificadas en dicho operdn, que consiste en 16
a 18 genes que se transcriben en un transcrito simple. El operdén esta dividido en tres
regiones principales: la parte inicial que contiene genes (cpsA-D) no relacionados con la
biosintesis de las unidades repetidas del CPS, |a parte central (cps-E-L) que determina el tipo
capsular y comprende genes que codifican glucosiltransferasas y una polimerasa, y la parte

final (neuA-neuD) que codifica para enzimas que sintetizan acido sialico [20].

Importancia clinica
SGB son la principal causa de enfermedades severas como meningitis y septicemia en recién
nacidos y una gran variedad de enfermedades en mujeres embarazadas, no embarazadasy

personas con enfermedades subyacentes [1, 8].

Infecciones en hombres y mujeres no embarazadas

Puede existir colonizacidn asintomatica de la via respiratoria alta y el aparato urogenital en
hombres y mujeres no embarazadas. Los hombres,y las mujeres no gestantes infectados
por SGB son individuos de mayor edad que padecen de otras entidades debilitadoras
predisponentes como diabetes mellitus, cancer, cirrosis hepatica, tratamiento con
corticoesteroides, infeccién por VIH y otros estados de inmunodeficiencia, elevando asi la
tasa de mortalidad en esta poblacidon. Las formas de infeccién mas frecuentes son la
bacteriemia, la neumonia, las infecciones dseas y articulares, las infecciones cutaneas, de
tejidos blandos y endocarditis (poco comun) [3].

Los tipos cps la, I, Il y V son los que predominantemente colonizan y provocan la infeccién

en estos pacientes [21, 22].
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Colonizacion e infecciones en mujeres embarazadas

Las mujeres embarazadas con colonizacion genital por SGB tienen el riesgo de enfermedad
postparto (fiebre puerperal). Del 10-30% de las mujeres embarazadas tienen una
colonizacidn transitoria durante el embarazo que puede derivar en infecciones del aparato
genitourinario, placenta, amnionitis, endometritis posparto, corioamnionitis, bacteremia,
neumonia, sepsis puerperal e infecciones en heridas durante o inmediatamente al término
de la etapa gestante [3, 22]. Una infeccién por SGB en mujeres embarazadas puede
provocar ruptura prematura de membranas, un parto prolongado y abortos espontaneos.
En casos donde la madre no tiene anticuerpos especificos frente al tipo de SGB y sus
concentraciones de complemento son bajas podria desarrollarse una bacteremia urinaria
con septicemia y neumonia. Los tipos CPS que causan la enfermedad materna son similares
a los que causan la enfermedad de inicio temprano en recién nacidos.

De acuerdo con una revision de la bibliografia realizada en el 2007, la prevalencia global de

colonizacién por SGB en mujeres embarazadas en México es de 9.5% [23].

Infecciones en recién nacidos

En el caso de los neonatos, puede existir una transmisién vertical de la madre al recién
nacido durante el parto. En paises desarrollados se estima que del 20-30% de las mujeres
embarazadas se encuentran colonizadas con SGB, aproximadamente el 50 % de sus bebés
son colonizados y un 1% de éstos desarrolla la enfermedad invasiva. La infeccion por SGB
en neonatos puede evolucionar hasta neumonia, meningitis, infecciones en la piel,
bacteremia, septicemia fulminante, meningitis o sindrome de dificultad respiratoria. Dos
sindromes clinicos distintos son identificados en los infantes de acuerdo con la edad en la
cual los presentan: la Enfermedad de inicio temprano (EOD, por sus siglas en inglés Early-
Onset Disease) y la Enfermedad de comienzo tardio (LOD, por sus siglas en inglés Late-Onset
Disease) que difieren en su presentacion clinica, mortalidad, morbilidad, caracteristicas
epidemioldgicas y patogénesis. A continuacidn se muestra en el Cuadro 5 las caracteristicas

de cada una de las enfermedades [22, 24].
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas de la infeccién neonatal por SGB [3, 4, 22, 24, 25, 26].

Caracteristica Inicio temprano Inicio tardio
(EOD) (LOD)
Edad 0-7 dias Una semana a tres meses (7-90 dias)
e Transmisidn vertical durante el parto o = Perinatal, nosocomial o de fuentes en
Forma de adquisicion . . . L .
es adquirida en el utero. la comunidad, transmision horizontal.
Incidencia 0.53/1000 RNV [27] 0.5a1,8/ 1000 RNV
Complicaciones Frecuentes Raras
maternas
Incidencia de Frecuente (30%) Rara
prematurez
Tipos frecuentes la, Il, Iy V 1l (50%)
Tasa de mortalidad 5-20% 2-6%
Mds de 50% presenta meningitis.
Dano Neumonia, sepsis bacteremia, celulitis y osteoartritis, son
poco comunes pero pueden suceder.
e Bacteruria por SGB en cualquier
momento del embarazo
e  Fiebre materna intraparto .
e Sexo masculino
e  Ruptura prematura de membranas
Factores de riesgo o ruptura de membranas (18 o mas O GEE r?egr_a’
para adquirirla h antes del parto) * Colonizacion materna

e Parto prematuro antes de las 37
semanas de gestacion

e Tener un hermano anterior con la
enfermedad invasiva

En la actualidad se recurre a la profilaxis antibidtica intraparto (IAP) como método de
prevencion de infeccidn neonatal. Existen dos disefos de guias para aplicar la IAP. Una de
ellas se apega a los criterios establecidos por el CDC (Centro de prevencién y control de
enfermedades de Atlanta) basados en realizar un cultivo vaginal y/o rectal en todas las
embarazadas de 35-37 semanas de gestacion en busca de SGB con la subsecuente

aplicacion de IAP en las mujeres gestantes que resulten positivas [28].

La otra guia establecida en Inglaterra por el Instituto Nacional de Excelencia Clinica (NICE)
recomienda IAP a mujeres con factores de riesgo de portar el SGB sin la necesidad del
rastreo universal por cultivo [24]. Como resultado de los esfuerzos de prevencion, la
incidencia de EOD ha disminuido drasticamente de 1.7 casos por cada 1000 recién nacidos

vivos (RNV) en los 90°s hasta 0.34-0.37/1000 RNV en el 2010 [28]. En el 2007 en México, se
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realizé un estudio para evaluar qué tan apegado a las guias es el tratamiento de las
embarazadas en el pais, se concluyd que sélo el 29.2% de los casos se atendié de forma

correcta de acuerdo con los criterios del CDC, mientras que un 70.7% fue incorrecto [29].

Epidemiologia

De acuerdo con la OMS casi 5 millones de neonatos mueren al afio en el mundo. Las tres
principales causas son: asfixia, prematurez e infecciones por diversos agentes etioldgicos
(30% muertes neonatales) [30]. Del 2011 al 2015 en México la tasa de mortalidad neonatal

ha sido de 7/1000 RNV de acuerdo con el banco mundial de datos de la UNICEF [27, 31].

Los SGB colonizan la zona inferior del intestino y el aparato genitourinario. Entre un 10-30%
de las embarazadas presentan un estado transitorio de portadoras, colonizadas sintomatica
o asintomaticamente en la vagina, recto, cérvix y faringe, aunque la incidencia depende del
tiempo de la gestacién en que se toma la muestra y de las técnicas de cultivo utilizadas. La
colonizacién materna reportada en México por SGB es del 9.5%, siendo el 50% de los
productos de estos embarazos los que nacen colonizados y del 1-2% los que desarrollan una
enfermedad invasiva. En México la incidencia de infeccion por SGB en neonatos es de

1/1500 RNV [32].

La prevalencia global de las infecciones por SGB desde el aifio 2000 se estima en 0.53 en Ia

region Europea, 0.67 en América y 0.15 en Australia [33].

De acuerdo con una revision sistematica de 74 estudios llevados a cabo entre el 2002 y el
2011 la incidencia de la EOD por SGB es de 0.43/1000 RNV, siendo dos veces mayor que la
de la LOD [25]. Los tipos cps que se asocian con mayor frecuencia a la EOD son el la (35-
40%), 1l (30%) y el V (15%). Los tipos la (24%) y V (31%) son los mas habituales en la
enfermedad del adulto, mientras que el tipo /Il (50%) se aisla en la mayoria de los casos de

la LOD.
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La administraciéon de IAP ha ocasionado una importante reduccién en la EOD, de 8000
infecciones al afio en 1993 a 1800 en el 2002. Sin embargo esta medida profildctica no ha
tenido gran impacto sobre la LOD [22].

En cuanto a los adultos el nimero de infecciones por SGB es mds elevado que en los
neonatos (alrededor de 17000 infecciones invasivas en el 2002), pero la incidencia global es
mas elevada en éstos ultimos. El riesgo de enfermedad es mayor en mujeres embarazadas
gue en hombres o mujeres no gestantes [3]. Un estudio reciente reporta una incidencia de
0.02/1000 en mujeres no embarazadas contra 0.49/1000 en mujeres que acaban de
concebir, lo que indica que la mayoria de las enfermedades por SGB en mujeres asociadas

al embarazo, ocurren en el periodo pos-parto.

La prevalencia de los tipos capsulares de los SGB varia en el tiempo y zona geografica
(Cuadro 6), sin embargo existen datos sugerentes de que la distribucidn del tipo CPS de SGB
es similar en Africa, el oeste del Pacifico, Europa, América y el este del Mediterraneo. Dicha
distribucién parece haberse modificado muy poco en los ultimos 30 afos. Los cinco tipos
mas frecuentes reportados en una revision del 2012 son el la (22.9%), Ib (7%), Il (6.2%), Il

(48.9%) y V (9.1%) [22, 33].

En México la distribucidon capsular que se observd en el 2002 en un estudio donde se
tipificaron 101 cepas fue 61.3% tipo |, 25.7% tipo 1l y 12.8% tipo Il [34]. Un estudio mas del
2004 se reportd 58.8% tipo 1, 29.4% tipo Iy 5.9% tipo Il [35]. Finalmente en el 2005 donde
se tipificaron 286 cepas fue: 48.6% tipo I (la y Ib), 32.9% tipo Ill, 14% tipo Il y 4% no
tipificables [32]. Esto nos indica que los tipos cps mas frecuentes en México con el la, Ib, Il

y 1.
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Cuadro 6. Comparacion de la distribucion de los tipos capsulares en el mundo.

"4 Iran con 4.9% y 19% [8, 36] China con 14.3% [16]
India con 7% [18] Irlanda con 15.1% [9]
Inglaterra con 9.1% [33] Suiza con 25% [37]

Brasil con 13.6% Francia con 44.6% [38]

la Francia con 8% [38] Irlanda con 19.5% [9]
China con 17.9% [16] Inglaterra con 22.9% [33]
Suiza con 19% [37] India con 23% [18]

i Brasil con 6.7% [10], 14.2%, 14.5% [18, Chinacon 32.1% [16]

39] y 38.46% [40] Inglaterra con 48.9% [33]
Francia con 19% [38] Irdn con 65.8%, 50% y 49% [8, 36, 41]
India con 20% Canada con 70.3% [21]

Suiza con 29% [37]
Irlanda con 29.5% [9]

/] Inglaterra con 6.2% [33] India con 14%
Irlanda con 10.7% [9] Irdn con 16% [36] y 25% [41]
Brasil con 13.6%, 10.8% [18, 39], 7.69% Francia con 19% [38]
[40] y 19.1% [10] China con 36% [18]
Ib Irdn con 2% [41], 6%, 7.3% [36, 8] China con 16.1% [16]
Brasil con 5.13% [40], 18.7% [10] Irlanda con 18.9% [9]

Inglaterra con 7% [33]
v Francia con 1.3% [38]

Irlanda con 1.9% [9]

Brasil con 8.1% [10]

Vacunacidon como estrategia de prevencion de enfermedades invasivas por SGB

A finales de los 70s, Baker y Kasper reportaron una correlacion existente entre el aumento
en la susceptibilidad de los neonatos a infecciones por SGB con la deficiencia de anticuerpos
maternos. La idea de la vacunacion representa una practica y atractiva alternativa dirigida
a las mujeres con edad fértil con el fin de proteger a los recién nacidos de infecciones por

SGB [25].

Dado que en los ultimos 30 afios la distribucion en el mundo de los tipos capsulares ha
cambiado poco, los datos mundiales arrojan que una vacuna conjugada contra los tipos

capsulares la, Ib, ll, lll y V podria prevenir mas de 85% de EOD [25, 26].
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En la actualidad vacunas candidatas se encuentran en fase experimental, dentro de ellas

figuran las que estan compuestas por [26, 42, 43]:

1.
2.

Diversos cps purificados o monovalentes (que muestran poca inmunogenicidad),
Las conjugadas entre cps y proteinas para elevar suinmunogenicidad (regularmente
usando toxoide tetanico como adjuvante),

Las conjugadas multivalentes (varios tipos de cps en una sola vacuna) y

Las que hacen uso de proteinas altamente conservadas entre los SGB para
despertar inmunogenicidad y evitar o bloquear el problema del switching capsular

(C5a peptidasa y proteina C).

A continuacidn se muestran las vacunas en las que actualmente se esta trabajando y la fase

de investigacion en la que se encuentran (Cuadro 7).

Cuadro 7. Estatus del desarrollo actual de vacunas candidatas contra SGB [43].

Desarrollador Nombre candidato/Identificador Preclinica Fase Fase Probado en
| ]
NIH Conjugados de toxoide tetanico-CPS: & & & * (mujeres
Monovalente, embarazadas)

Bivalente; Conjugado CRM197-CPS:
monovalente

Novartis/GSK Conjugados CRM197-CP: monovalente, * * * * (mujeres
trivalente. embarazadas)
Minervax Dominios N-terminal de las proteinas * *
de superficie Rib y AlfaC
Novartis/GSK Proteinas del pili *
Varios grupos Otras proteinas y/o conjugados *
académicos proteinas-CPS

*Fase de investigacion por la que ha pasado la vacuna.

Diagnéstico

El diagndstico microbioldgico en el laboratorio de la infeccidn por SGB es mediante cultivo

en agar sangre a partir de las siguientes muestras: de liquido cefalorraquideo (meningitis),

secreciones de vias respiratorias (neumonia), secresion de heridas, exudado vaginal y

perianal (infecciones) u otras muestras apropiadas. El tracto gastrointestinal es el principal

reservorio y la fuente de la colonizacién vaginal por SGB. La colonizacién puede darse de
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forma transitoria, intermitente o permanente y asintomatica, por lo que el uso de un solo

muestreo aumenta la posibilidad de obtener falsos negativos en el cultivo [28].

Tras la obtencién de un cultivo positivo se continda con la observacién del frotis con tincién
de Gram. La identificacidon definitiva implica la determinacidn seroldgica del grupo de
Lancefield, siendo la aglutinacién en latex la metodologia mas utilizada. La deteccién de
colonizacién vaginal en mujeres embarazadas requiere procedimientos especificos con
medios selectivos (Ej. LIM: caldo Todd Hewitt con acido nalidixico y colistina) y caldos
enriquecidos. Estos deben establecerse de manera independiente en el laboratorio, ya que
no se les utiliza para ningun otro propdsito. Se han evaluado métodos para la deteccién
directa del antigeno de los SGB en muestras vaginales, pero su sensibilidad hasta la fecha
es baja para utilizarla en el diagndéstico de infeccion neonatal. Se comercializan pruebas
basadas en la PCR para detectar a las portadoras vaginales durante el embarazo y son tan
sensibles como el cultivo donde a partir de los aislamientos se identifica la presencia de
carbohidratos especificos del grupo (antigeno del grupo B) o por analisis de amplificaciéon

de acidos nucleicos [2, 3].

Tratamiento

Los SGB son susceptibles a los mismos antimicrobianos que los SGA. La penicilina es el
tratamiento de primera linea debido a su espectro estrecho y a su menor presion de
seleccion. No existe resistencia conocida a los farmacos betalactamicos.

En las pacientes alérgicas a la penicilina con alto riesgo de shock anafilactico, el tratamiento
de referencia es clindamicina o eritromicina. Sin embargo, del 3-25% de los SGB son
resistentes a la clindamicina o eritromicina e incluso a ambas asociadas [44]. Por esta razén
en caso de alergia a penicilina es util realizar un antibiograma dirigido a eritromicina y
clindamicina. Una alternativa es emplear cefazolina en las pacientes alérgicas a la penicilina
sin riesgo de reaccion anafilactica. En el caso de SGB resistentes a eritromicina y
clindamicina, se utiliza vancomicina con cierta precaucién en mujeres con alergia a

penicilina y alto riesgo de reaccidn anafilactica [44].

I
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Las infecciones en neonatos, en la etapa inicial, a menudo se tratan en principio con

combinaciones de penicilina (o ampicilina) y un aminoglucésido, debido a la sinergia

conocida y a la posibilidad de presencia de otras bacterias. Una vez que se confirma el

diagnodstico de SGB, el tratamiento puede concluirse utilizando sélo penicilina.

A continuacién se muestra el esquema de tratamiento recomendado por la CDC 2010 para

el manejo de profilaxis antibidtica intraparto (Figura 7 y 8) [28]:

:Paciente alérgico alla
penicilina?

Penicilina G: 5 millones de unidades IV (dosis
inicial),

luego 2.5-3.0 millones de unidades cada 4 h
hasta el parto

-]
Ampicilina, 2g IV (dosis inicial),
lvego 1g IV cada 4h hasta el parto

Vancomicina, 1g IV

Paciente con cualquiera de los sigueintes signos
al tomar penicilina o cefalosporinas:

Andfilaxis
Angioedema
Estrés respiratorio
Urticaria

Cefalozina,2g IV
(Dosis inicial), lvego 1g
IV cada 8 h hasta el
parto

LEl 3GB aislado es
susceptible a
clindamicina y
eritromicina?

Clindamicina,
700mg IV cada 8h

cada 12 h hasta el
parto

hasta el parto

Figura 7. Esquema recomendado de profilaxis antibiotica intraparto para la prevencion de EOD por el SGB [28]. IV: via

intravenosa.
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Deteccion sistematica universal de portadora
vaginal de EGB por muestra vaginal en la 34-38 SA

Bacteriuria asintomatica por EGB
Durante el embarazo en curso . P :
. 1—* 'ortadora vaginal de EGB‘
Antecedente de infeccion ‘ - ‘ 9
neonatal por EGB

{ [ v |
Profilaxis antibiética intravenosa desde el inicio del

trabajo de parto
- Penicilina G 5 millones de Ul y luego 2.5 millones de Ul Mo indicada la profilaxis antibidtica

cada 4 horas durante el trabajo de parto

- O amoxicilina 2 g y luego 1 g cada 4 horas
- En caso de alergia, eritromicina 500 mg i.v. cada 6 horas
.

Al menos un factor de riesgo
- Parto antes de la 37 SA

o - Rotura de membranas de mas m
de 12 horas

- Fiebre materna 38 °C

T

| Estado de EGB desconocido |

Figura 8. Esquema de tratamiento y prevencién de las infecciones neonatales por SGB [44]. SA: semana de amenorrea,

i.v.: via intravenosa.

Antibidticos

Generalidades de antibidticos

Los antibidticos, son agentes antimicrobianos o quimioterapéuticos han sido utilizados a lo
largo de la historia con el fin de erradicar microorganismos patdgenos que suelen ser los
causantes de diversas enfermedades que atacan al ser humano. Varios agentes
antimicrobianos sintéticos y naturales se utilizan en el tratamiento de infecciones. Estos
agentes se clasifican de acuerdo con su estructura y mecanismo de accién. El requisito para
un antimicrobiano es la toxicidad selectiva (inhibir al agente patdégeno sin dafar al

hospedero).

De manera muy general los antimicrobianos se agrupan en dos categorias, agentes
sintéticos o quimioterapéuticos (Ej. sulfamidas, imidazoles y quinolonas) y antibiéticos
(compuestos quimicos producidos por microorganismos (Ej. betalactamicos,

aminoglucdsidos, macrélidos y tetraciclinas) [1, 45].
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Por otra parte, los antimicrobianos también pueden clasificarse de acuerdo al mecanismo

de accidn que tienen sobre el microorganismo. Esta clasificacién se establece de acuerdo

con los siguientes mecanismos de accion (Figura 9) [1]:

e Inhibicién de la sintesis de la pared celular

e Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos

e Inhibicién de la sintesis de proteinas (inhibicién de traducciéon y transcripcion de
material genético)

e Inhibicidn de la funcidn de la membrana celular

e Los implicados en el metabolismo del acido félico

Acido nalidixico

Cicloserina Actinomicina

Vancomicina Ciprofloxacina
Bacitracina Novobiocina
Penicilinas

Cefalosporinas

Monobactdmicos
Carbapenémicos

Rifampicina

Eritromicina (macrdlidos)
Cleranfenicol
Clindamicina
Lincomicina

Tetraciclina
Espectinomicina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina (amincglucésidos)
Amikacina
Nitrofuranos

Trimetoprim
Sulfonamidas

Membrana
citoplasmatica

Pared celular

Polimixinas

Mupirocina
Puromicina

Figura 9. Mecanismo de accion de los principales antimicrobianos [45]. THF: tetrahidrofolato; DHF:dihidrofolato, PABA:

acido p-aminobenzoico.
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Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es la resistencia de un microorganismo a un
medicamento antimicrobiano al que originalmente era susceptible. Los microorganismos
en ocasiones suelen presentar resistencia antimicrobiana natural o adquirida hacia uno o
varios antimicrobianos. La resistencia a los antimicrobianos compromete la prevenciény el
tratamiento eficaz de un nimero cada vez mayor de infecciones causadas por bacterias,
parasitos, virus y hongos [46]. Existen numerosos mecanismos a través de los cuales los

microorganismos adquieren resistencia a los farmacos (Cuadro 8 y Figura 10).

Cuadro 8. Mecanismo de resistencia antimicrobiana [1].

Mecanismo de resistencia Ejemplos

El estafilococo productor B-lactamasa.
Los microorganismos producen Los bacilos gramnegativos producen otras B-lactamasas.
enzimas que destruyen al farmaco = Las bacterias gramnegativas resistentes a los aminoglucésidos (gracias a un
activo plasmido) debido a que producen enzimas adeniladoras, fosforiladoras o
acetiladoras que destruyen al farmaco.
Las tetraciclinas se acumulan en las bacterias sensibles pero no en las
resistentes. Asimismo, la resistencia a las polimixinas esta vinculada con un
cambio en la permeabilidad a los farmacos.
Los estreptococos poseen una barrera natural de permeabilidad contra los
aminoglucdsidos. Esta caracteristica se puede vencer parcialmente por medio
de la presencia simultdnea de un farmaco activo en la pared celular, por
ejemplo, una penicilina.
La resistencia a la amikacina y otros aminoglucésidos depende en ocasiones
de la falta de permeabilidad a los medicamentos, aparentemente por un
cambio de la membrana externa que dafia el transporte activo hacia el interior
de la célula.
Los microorganismos resistentes a la eritromicina tienen un receptor
Los microorganismos forman un  modificado en la subunidad 50S del ribosoma, que es resultado de la
sitio de accion estructural metilacién de un RNA ribosémico 23S.
modificado para el farmaco La resistencia a ciertas penicilinas y cefalosporinas puede ser funcién de la
pérdida o alteracion de las proteinas de unidn a penicilina (PBPs).

Los microorganismos cambian su
permeabilidad al farmaco

Los microorganismos forman una
via metabdlica modificada que
desvia la reaccion que es inhibida
por el fdrmaco
Los microorganismos producen
una enzima modificada que aun @ En las bacterias resistentes al trimetoprim, la reductasa de acido dihidrofélico
puede llevar a cabo su funciéon seinhibe en baja proporcién en comparacidna las bacterias que son sensibles
metabdlica resultando mucho  al trimetoprim.

menos alterada por el farmaco

Algunas bacterias resistentes a las sulfonamidas no necesitan PABA
extracelular pero, al igual que los mamiferos, pueden utilizar acido félico
preformado.
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Figura 10. Mecanismos de resistencia antimicrobiana [47].

Resistencia antimicrobiana en Streptococcus agalactiae

Diversos estudios han mostrado que los SGB tienen cierta resistencia a diferentes
antibidticos (Cuadro 9). La penicilina es el antibidtico de primera linea para el tratamiento
de infecciones por SGB asi como para la profilaxis antibidtica intraparto. Ademas, la
clindamicina y eritromicina son utilizadas como alternativas para pacientes con alergia a

penicilina [28].

Globalmente las cepas de SGB muestran ser susceptibles a penicilina asi como a la mayoria
de los B-lactdmicos, con excepcidn de unas cepas raras reportadas recientemente en Japdén
y E.U.A,, caracterizadas por tener una disminucién en su susceptibilidad a penicilina [48].
La resistencia a clindamicina y eritromicina de cepas de SGB provenientes de individuos
gestantes y no gestantes se ha descrito en diversos paises con diferentes grados de

resistencia (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resistencia antimicrobiana de SGB en el mundo

Antibidtico % resistencia

Eritromicina Brasil 4.1% [10]

Etiopia 6.5% [49]

Suecia <10% [25]

Suiza 14.5% [37]

Arabia Saudita 15.7% [50]

Italia 16.5% [51]

Iran 24.24% (8]

Colombia 28% [52]

Bélgica 33% [25]

Nueva York 54% [53]

China 85.7% [16]
Clindamicina Etiopia 3.2% [49]

Brasil 3-7.69% [10, 40]

Suiza 8.2% [37]

Brasil 13.3% [39]

Iran 14.6% [8]

Colombia 28% [52]

E.U.A. 38.4% [53]

China 73.2% [16]
Tetraciclina Colombia 25% [52]

Etiopia 45.2% [49]

Italia 68.1% [51]

Brasil (Rio de Janeiro) 69.23% [40]

China 91% [16]

Brasil 97% [10]

Irén 97.6% [8]

La resistencia a penicilina se asocia frecuentemente con mutaciones en las proteinas de

unién a penicilina PBP 2X y PBP 2B [25, 39].

La mayoria de las cepas de SGB humanas son consideradas altamente resistentes a
tetraciclinas (Cuadro 9). En los estreptococos la resistencia a tetraciclina estd codificada por
los genes de proteccion ribosomales entre los que se incluyen tetM y tetO o la bomba de

eflujo codificada en los genes tetK o tetl [25].

En general, los mecanismos que confieren resistencia a eritromicina incluyen [36, 38, 39,

51, 54, 55]:
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e La metilacidon pos-transcripcional de los residuos de adenina del RNA 23s del
ribosoma mediada por los genes erm (ermA/TR, ermB, ermT). La expresion de los
genes erm resulta en el fenotipo MLSg responsable de la generacion de resistencia
cruzada a macrdélidos, lincosamidas y estreptogramina B que puede ser constitutiva
cMLSg o inducible iMLSg. El gen ermB es el mas predominante gen erm en
estreptococos, y es usualmente asociado con altos niveles de resistencia a
eritromicina. El gen erm (T), se detectd recientemente, es menos comun, se expresa
de forma inducida, usualmente causa altos niveles de resistencia a eritromicina, y
es transmitido por plasmidos. El gen ermA/TR se expresa de manera inducida a
través de la atenuacién de un mecanismo regulador.

e Otro mecanismo esta dado por una proteina unida a la membrana que sirve como
bomba de eflujo del antibidtico codificada por los genes mef (mefA/E). La expresidn
de los genes mef da lugar al fenotipo M, confiriendo resistencia solo a los miembros
14 y 15 de los anillos macrdlidos (eritromicina y azitromicina) y a estreptograminas
B.

e Laresistencia a clindamicina también puede presentarse de forma menos frecuente

debido a una translocacién ribosomal codificada en los genes linB.

El uso generalizado de antibioticos favorece el incremento de la resistencia antimicrobiana
y por lo tanto una reduccién en la eficacia de los tratamientos tradicionales, con lo que se

vuelve fundamental la vigilancia de la resistencia antimicrobiana.
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JUSTIFICACION

Los estreptococos del grupo B son la principal causa de sepsis y meningitis neonatal, se
asocian a infecciones invasivas y no invasivas en mujeres embarazadas asi como en adultos

mayores.

Actualmente se conocen diez tipos capsulares en S. agalactiae, su caracterizacidon y
frecuencia en poblaciones especificas es importante debido a que es el principal factor de

virulencia.

La infeccidn por SGB es usualmente tratada con la combinacién de penicilina y gentamicina.
Las mujeres embarazadas reciben tratamiento profilactico, y en el caso de presentar alergia
son tratadas con eritromicina o clindamicina. El uso generalizado de estos antibidticos ha
favorecido el incremento de la resistencia antibidtica y por lo tanto una reducciéon en la
eficacia del tratamiento tradicional. Con estos antecedentes es fundamental la vigilancia de

la resistencia antimicrobiana.

Conocer la frecuencia de los tipos capsulares y la resistencia antimicrobiana de S. agalactiae
gue afectan a la poblacion de interés, nos permitira visualizar si la resistencia

antimicrobiana esta relacionada con un tipo capsular especifico.
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HIPOTESIS

Existe una relacion entre la resistencia antimicrobiana y los tipos capsulares de S. agalactiae

en aislamientos clinicos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la distribucion, frecuencia de los tipos capsulares, y la asociacion con su perfil
de resistencia antimicrobiana, de 134 cepas de Streptococcus agalactiae aisladas a partir de
exudados vaginales, urocultivos y la secrecidn de una herida quirldrgica posparto en el

Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 del IMSS.

Objetivos particulares
e Seleccionar un lote de cepas de S. agalactiae provenientes del Hospital de Gineco
Obstetricia No. 4 del IMSS.
e Confirmar la identificacién de las cepas mediante la prueba de CAMP, la prueba de
sensibilidad a bacitracina y la determinacion del grupo de Lancefield.
e Realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a 10 antibidticos mediante la
técnica de difusion en agar Kirby Bauer.

e Realizar la tipificacidon capsular mediante la técnica de PCR.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacion

» Se utilizaron 134 cepas recolectadas y

aisladas entre mayo — octubre del 2010
Hospital de Gineco Obstetricia No. 4
“Luis Castelazo Ayala” del IMSS.

(Cuadro 10y Figura 11)

Figura 11. Hospital de Gineco Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo
Ayala” del IMSS

Cuadro 10. Origen clinico de las muestras

Exudados vaginales 106 79.1%
Urocultivos 27 20.1%
Secrecion de herida quirurgica posparto 1 0.7%
Total 134 100%

Criterios de inclusion
e Exudados vaginales, urocultivos, secreciones y exudados faringeos.
e Provenientes de infecciones o colonizaciones.

e Mujeres de entre 20-91 anos.
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Identificacion de las cepas

Las cepas estudiadas fueron recolectadas, aisladas e identificadas en el Hospital de Gineco
Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala” del IMSS. Las cepas se caracterizaron en el laboratorio
utilizando los siguientes criterios: la confirmacion de su pureza, observacién de la morfologia
colonial, el patrén de hemodlisis en agar sangre, la prueba de CAMP y la coaglutinacion en latex
para la determinacion del carbohidrato “C” de la pared celular especifico del grupo B
estreptocécico.

Cada cepa conservada en caldo BHI con glicerol al 15% a -72°C, fue sembrada por estria cruzada
en agar sangre de carnero al 5% e incubada 24 h a 37°C en una atmésfera enriquecida de CO;

al 5%. A partir de las colonias aisladas se realizaron las diferentes pruebas de identificacion.

Prueba de CAMP

A partir de un cultivo puro se realizé la prueba de CAMP. En agar sangre de carnero al 5% se
inoculd una estria recta con S. aureus, y una estria perpendicular a la Ultima realizada, con la
presunta cepa de S. agalactiae con una separacién entre ellas de 3-4 mm. Las placas fueron
incubadas por 24 h a 37° C en una atmdsfera enriquecida de CO; al 5%. Tras el periodo de
incubacién se procedid a realizar la observacion de las placas en busca del crecimiento
bacteriano rodeado por un halo de B-hemdlisis sinérgica en el punto donde ambas especies de
bacterias se encuentran préximas, con la forma caracteristica de punta de flecha. Se considerd
positiva la prueba al observar la hemdlisis en forma de punta de flecha, reconociendo como

SGB a la cepa por identificar (Figura 13).
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,.~»-"/ S. agalactiae

Figura 13. Imagenes de la prueba de CAMP positiva para EGB. Coleccion de imagenes del Laboratorio de Biologia Molecular

del departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina, U.N.A.M.

Determinacion del carbohidrato “C” de grupo de Lancefield por coaglutinacion en latex
La determinacion del grupo de Lancefield se realizé mediante una prueba de coaglutinacion
en latex con el kit comercial Pastorex® Strep (BIO-RAD®), siguiendo las indicaciones del
proveedor, que se describen a continuacién:
1. Colocar 300 pL de la solucidn de enzima para la extraccién del carbohidrato en un tubo
para cada cepa a estudiar.
2. Tomar de 5 a 10 colonias aisladas de un cultivo fresco y disociarlas en la solucién de
enzima, procurado obtener una turbidez evidente y homogénea.
3. Incubar de 30 minutos a temperatura ambiente o 15 minutos a 37°C.
4, Homogenizar por agitacién con vértex cada uno de los antisueros (suspensiones de
particulas de latex recubiertas de los anticuerpos especificos de cada grupos: A, B, C,

D, FyG).
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Depositar una gota de cada antisuero en cada uno de los circulos de la tarjeta de
aglutinacion.

Con ayuda de una micropipeta colocar una gota del lisado bacteriano en cada uno de
los circulos de la tarjeta, procurando no tocar la gota del antisuero que fue afiadida en

el paso anterior.

Utilizando un palillo de plastico para cada circulo, mezclar el lisado con su respectivo

antisuero hasta obtener una mezcla homogénea.

Agitar la tarjeta con un movimiento orbital durante un minuto como maximo. Y

observar la reaccién de aglutinacion.

Una reaccién positiva se manifiesta por la aparicion de aglutinados rojos sobre un fondo

verde (Figura 14).

30 min a temperatura ambiente o 15 min 1 minuto
ad7°C

Figura 14. Reaccion de coaglutinacion en latex positiva para SGB. Con el Kit comercial Pastorex® Strep (BIO-RAD®). B:

Reaccion de aglutinacidn positiva evidenciada por aglutinados rojos sobre un fondo verde. A,C,D,F, y G: Reaccion de

aglutinacién negativa

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana mediante la técnica de Kirby Bauer

A partir de colonias aisladas y puras de las cepas de SGB se prosiguid a realizar una suspension

celular en SSI (solucién salina isoténica 0.9% NaCl) ajustada a 0.5 escala de MacFarland

(1.5x10% UFC/mL) para cada cepa. Dichas suspensiones fueron sembradas en placas de agar

Mueller-Hinton suplementado con sangre de carnero al 5% por estria masiva con un hisopo
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estéril para probar su susceptibilidad (Cuadro 11). Los discos impregnados con antibidtico
(Oxoid antimicrobial susceptibility discs) fueron colocados sobre la placa sembrada cuidando
gue hubiera una distancia pertinente entre cada disco para que no se traslaparan los halos de
inhibicién. Los antibidticos probados fueron elegidos de acuerdo con las tablas y siguiendo los
lineamientos establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) para
las pruebas estandar de susceptibilidad antimicrobiana [56]. Las placas fueron incubadas por
24 h a 37° C en una atmdsfera enriquecida de CO; al 5%. Tras el periodo de incubacion se
observé el crecimiento bacteriano y se midieron los halos de inhibicion del crecimiento para
cada antibidtico probado utilizando un vernier y reportando el didmetro del halo en milimetros
(Figura 15). Dependiendo del didmetro de cada halo se procedié a interpretarlos como
resistentes o sensibles de acuerdo con los criterios del Cuadro 11. Los didmetros que cayeron

dentro del rango intermedio fueron considerados como sensibles.

Q I
i

Disco
impregnado
con
antibiotico

Suspension Sembrado

bacteriana masivo
ajustada a 0,5

MacFarland

Medicién de
didmetros de
halos de
inhibicion

Figura 15. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana [57]. A partir de una suspensidn bacteriana ajustada a 0.5
escala de MacFarland se siembra mediante estriado masivo una placa de agar sangre de carnero, donde posteriormente se
colocaran los discos impregnados de antibiotico para determinar la susceptibilidad de la bacteria a ellos. Tras 24 h de
incubacién a 37° C en un atmosfera enriquecida con CO; al 5% se miden los halos de inhibicién de crecimiento.
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Cuadro 11. Lista de antibidticos utilizados en las pruebas de susceptibilidad y criterios de clasificacion de

resistencia [56].

Levofloxacina 5ug <13 14-16 >17
Eritromicina 15 ug <15 16-20 221
Clorafenicol 30 pg <17 18-20 >21

Quinupristina-Dalfopristina 15 pg <15 16-18 >19

Clindamicina 2 ug <15 16-18 >19

Tetraciclina 30 ug <18 19-22 >23
Penicilina 10U 224
Vancomicina 30 ug 217
Oxacilina 1pg >17
Ceftizoxima 30 ug >29

Tipificacidn capsular mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
Una vez corroborada la identidad de las cepas como SGB se llevo a cabo la tipificacion del

polisacarido capsular mediante la reaccién en cadena de la polimerasa de punto final.

Extraccion de ADN
La extraccion del ADN se realizé empleando el kit comercial DNeasy Tissue (QIAGEN®)
siguiendo las instrucciones del proveedor, de acuerdo con la siguiente metodologia:
1. La extraccion del ADN se realizé a partir de un cultivo bacteriano en caldo BHI de 24h.
2. Preparar el buffer de lisis agregando lisozima (Research Organics®) a una concentraciéon
final de 20 mg/mL.
3. En un tubo eppendorf agregar 180 plL de buffer de lisis enzimatica recién preparado y
adicionar varias colonias de un cultivo puro de 24 h con el fin de obtener una
suspensidn bacteriana con una concentracion aproximada de 2x10° UFC/mL. Agitar

para homogenizar.
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10.

11.

Incubar a 37° C durante al menos 30 min. Agitar para homogenizar.

Adicional al tubo 25 pL de proteinasa K (>200U/mg) y 200 L de buffer AL. Agitar para
homogenizar.

Incubar a 70° C durante 30 min. Agitar para homogenizar.

Agregar a la mezcla 200 pL de etanol absoluto frio y agitar en el virtex vigorosamente.
Pasar todo el contenido del tubo a la columna de extraccién colocada sobre un tubo de
colecta y centrifugar a 8000 rpm por un min. Eliminar el liquido del tubo de colecta.
Transferir la columna de extraccion a un tubo de colecta nuevo y agregar a la columna
500pL de buffer AW1. Centrifugar a 8000 rpm durante un min. Eliminar el liquido del
tubo de colecta.

Transferir la columna de extraccidn a otro tubo de colecta nuevo y agregar a la columna
500pL de buffer AW2. Centrifugar a velocidad maxima por tres minutos. Eliminar el
liquido del tubo de colecta.

Transferir la columna de extraccién a un tubo eppendorf nuevo y estéril y agregar a la
columna 200pL de buffer AE. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto para eluir el

ADN.

Para evaluar la pureza y la cantidad del ADN extraido se realizé una electroforesis. Se

cargaron 5pL de cada muestra de ADN en un gel de agarosa al 1.0%, con 0.5 pL/mL de

bromuro de etidio, en buffer 1x de Tris-Boratos-EDTA (TBE). El gel se observa en un

transiluminador de luz UV para visualizar las bandas de ADN.

1.

Tipificacion molecular por PCR
La amplificacidn de cada uno de los genes que codifican los tipos capsulares se realizd con el
ADN extraido de cada cepa mediante la reaccién en cadena de la polimeriza de punto final

(PCR). La amplificacion de realizé en tres etapas:

Todos los ADNs extraidos fueron utilizados para realizar una PCR multiple, donde se

amplificaron simultdaneamente tres genes cfb (codifica el factor de CAMP), cpslil y cpsV.
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2. Las muestras de DNA que no amplificaron para los tipos Il y V fueron sometidas a una
PCR dual, donde se amplificaron los genes cpsla y cpsib.
3. Por ultimo con las muestras que no amplificaron en las dos reacciones anteriores, se

realizaron PCRs individuales para los genes cpsll, cpslV, cpsVI, cpsVil y cpsVIII.

Cada reaccion de la polimerasa en cadena consistid en 30 ciclos con las siguientes condiciones

(Figura 16).
' |
Fase Inicial I Fase de Reaccion | Fase Final
| (30 Ciclos) :
1
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|
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Figura 16. Diagrama de temperaturas utilizadas en la PCR

Las temperaturas de alineamiento cambiaron de acuerdo a los genes que se amplificaron

(Cuadro 12).

Cuadro 12. Temperaturas de alineamiento para cada gen amplificado.

Tipo de PCR Gen Temperatura de
alineamiento
Multiple cfb, cpslily cpsV 60° C
Dual cpsla y cpsib 60° C
Individual cpsli, 52°C
cpslV, cpsVI, cpsVIly cpsVil 60° C

El volumen de cada reaccion fue de 15 JL con la siguiente composicion (Cuadrol3):
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Cuadro 13. Composicién de la mezcla de reaccion utilizada en la PCR.

\ Reactivo Volumen (pL) |
Buffer para PCR con MgCl> 1.5mM (Vivantis®) 1.5 L
Deoxinucleétidostrifosfato (dNTPs) (Vivantis®) 1.25 mM 2.5uL
Primer Forward 10 mM 0.4 pL
Primer Reverse 10 mM 0.4 pL
Taq DNA polimerasa 5 U/pL (Vivantis®) 0.08 pL
Agua ultrapura c.b.p. 15 L
ADN blaco 1L
Volumen final por reaccién 15 pL

Para observar el producto de PCR, se realizé un corrimiento electroforético, en un gel de
agarosa al 1.7% en buffer de TBE 1x con bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 pg/mL.
Para determinar el tamafio del producto obtenido se utilizé un marcador de peso de 100 pb
(Fermentas®). La electroforesis se llevd a cabo con las siguientes condiciones: 90V por 40 min,
posteriormente fue observado en el transiluminador bajo luz UV. La secuencia nucleotidica de

cada uno de los primers utilizados se muestra en el Cuadro 14:

Cuadro 14. Secuencia nucleotidica de los primers utilizados [58].

Gen Secuencia (5’ a 3’)
cfb CFB-F ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG
CFB-R CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC
cpsila la-HF ATACAGTTGTCGTAAAGAAGAAAAC
la-HR TGTTTAGCTTTCCTACCAATATTAG
cpslb Ib-HF TTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTC
Ib-HR CAAAGAAAGCCATTGCTCTCTG
cpsll 1I-KF CTCCAGATGGTCTTTGTGAC
II-KR AAAATTGGTATATTTCCTCTTGAC
cpslll I11-HF CCACATATGAGAATAAGACTTGC
I1I-HR CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG
cpsivV IV-HF TGTAAATCATCTACACCCCC
IV-HR ATAGCCTTTTGACAGGTAGGTT
cpsV V-HF CTTTTTTATAGGTTCGATACCATC
V-HR GATGTTCTTTTAACAGGTAGATTACAC
cpsVi VI-HF TGTTTTTCTTACAAAGTGGAGTC
VI-HR CCTGTTTTGTTTGATAGCTTCTC
cpsVil VII-MF GTGCAATTAGAGGACAAAAATTTA
VII-MR CATCGAATCAGGAAAAATAGAT
cpsvill VIII-JF ATCTCATGGCATGTCTGG

VIII-JR CATTCGAATAAACAATCTTATTGC
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El tamafo de los productos de PCR amplificados se muestra en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Tamafio de los productos de PCR amplificados.

Gen Tamaiio del producto de PCR (pb) \

cfb 260
cpsla 340
cpslb 250
cpsll 300
cpslii 340
cpsiv 303
cpsV 300
cpsVi 290

I
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RESULTADOS

Identificacion de S. agalactiae

Se corroboré que las 134 cepas estudiadas correspondieran a S. agalactiae, todas mostraron
las caracteristicas morfoldgicas particulares en agar sangre, evidenciaron una hemédlisis
sinérgica en la prueba de CAMP vy en la tipificacion seroldgica aglutinaron con el antisuero

correspondiente al serotipo B.

Susceptibilidad antimicrobiana

Tras realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana con diez antibidticos diferentes, se
midieron los halos de inhibicidn y su interpretacién de acuerdo al didmetro obtenido de cada
una de las cepas de S. agalactiae segun los criterios del CLSI. En la Figura 17 se muestra el

porcentaje de resistencia a cada antibiético de acuerdo con su mecanismo de accion.

Resistencia antimicrobiana general
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Figura 17. Porcentaje de resistencia de acuerdo con el mecanismo de accién de los antibioticos. (n=134)
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En el Cuadro 16 se muestra la frecuencia y el porcentaje general de resistencia obtenida para
cada antibidtico en nuestra poblacién de estudio. Se observé que las cepas estudiadas fueron
sensibles en mayor proporcién a levofloxacina, cloranfenicol, quinupristina-dalfopristina,
penicilina, vancomicina, oxacilina y ceftizoxima. La resistencia a eritromicina y clindamicina fue

menor al 15%. Y en el caso de tetraciclina mayor de 76%.

Cuadro 16. Frecuencia y porcentaje de resistencia antimicrobiana obtenida para las 134 cepas de S. agalactiae.

% de
resistencia

Frecuencia de

Antibidtico . .
resistencia

Levofloxacina (LEV)

Eritromicina (E) 15 11.2
Cloranfenicol (C) 2 1.5
Dalfopristing (YN : =
Clindamicina (Clin) 16 14.8

Tetraciclina (T) 102 76.1

Penicilina (P) 1 0.7
Vancomicina (V) 3 2.2
Oxacilina (Ox) 5 3.7
Ceftizoxima (Zox) 7 5.2

En el Cuadro 17 y Figura 18 se muestran los porcentajes de resistencia antimicrobiana en
muestras provenientes de exudados vaginales (n=106). Estas cepas tuvieron una resistencia a
tetraciclina del 75.5%. Fueron sensibles a levofloxacina (97.2%), eritromicina (92.5%),
cloranfenicol (98.1%), quinupristina-dalfopristina (99.1%), penicilina (99.1%), vancomicina

(97.2%), oxacilina (95.3%) y ceftizoxima (93.4%). Y su resistencia a clindamicina fue del 14.5%.
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Cuadro 17. Frecuencia y porcentaje de resistencia para cada antibiotico de acuerdo con su origen clinico

Vaginales (n=106) Urocultivos (n=27)

Antibidtico Frecuencia de % de resistencia Frecuencia de % de resistencia
resistencia resistencia

Levofloxacina 3 2.8 0 0

Eritromicina 8 7.5 6 22.2
Cloranfenicol 2 1.9 0 0

Quinupristina-

Dalfopristina 1 0.9 0 0

Clindamicina 12 14.5 3 12.5

Tetraciclina 80 75.5 21 77.8
Penicilina 1 0.9 0 0
Vancomicina 3 2.8 0 0
Oxacilina 5 4.7 0 0
Ceftizoxima 7 6.6 0 0

* Una cepa no es considerada en este Cuadro debido a que proviene de la secrecidn de una herida quirdrgica
posparto.

Resistencia antimicrobiana de acuerdo al origen
clinico de las cepas

755% %
»

6,6%
4,7% )
2,8% g
0% " 0%

¥ Vaginales * Urocultivos

Figura 18. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de acuerdo con el origen clinico de la muestra. Vaginales (n=106) y
Urocultivos (n=27)
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En el Cuadro 17 se muestra la frecuencia y porcentaje de resistencia antimicrobiana en cepas
aisladas a partir de urocultivos (Figura 18). Se observé una susceptibilidad total a levofloxacina,
cloranfenicol, quinupristina-dalfopristina, penicilina, vancomicina, oxacilina y ceftizoxima. Un
porcentaje de resistencia mayor al 75% a tetraciclina (77.8%) y una resistencia a eritromicina

y clindamicina menor al 25% (22.2% y 12.5% respectivamente).

El perfil de resistencia antimicrobiana de la cepa proveniente de la secrecién de una herida
quirdrgica posparto (n=1) mostré susceptibilidad total a levofloxacina, cloranfenicol,
quinupristina-dalfopristina, penicilina, vancomicina, oxacilina y ceftizoxima. Dicha cepa fue

resistente a tetraciclina, eritromicina y clindamicina.

Tipificacion capsular de S. agalactiae

La tipificacion capsular se llevé a cabo en tres etapas: en la primera se realizé una PCR multiple
parala amplificacion de los genes cfb, cps Il 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 esta segunda PCR, se sometieron a PCRs simples, donde

se realizd una PCR individual para cada gen restante (cps ll, cps IV, cps VI, cps Vil y cps Viii).

En la Figura 19 se observa la amplificacidon realizada mediante una PCR multiple. Las cepas con
clave 1439 y 1440 fueron utilizadas como controles positivos para los genes cps V'y cps Il
respectivamente (tipificadas previamente en el laboratorio). Todas las cepas trabajadas (134)
presentaron amplificacion de una banda de aproximadamente 260 pb (gen cfb)
correspondiente al factor de CAMP, lo que las identific6 como SGB debido a que el gen que
codifica el factor de CAMP se encuentra en todos los S. agalactiae siendo especifico de la
especie. En la amplificacion del gen cps Ill se observd un producto de PCR cuyo tamaiio

aproximado es de 340 pb y para el gen cps V de 300pb.
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1000 pb
500 pb

260 pb

PCR multiple cfb/IllI/V 60°
S. agalactiae Gineco-4
22-octubre-2015(3)

Figura 19. Electroferograma en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR cfb, cpslil y cpsV (PCR multiple).
PM: marcador de peso molecular de 100 pb.
En la PCR dual se observaron dos productos de PCR de aproximadamente de 300 y 340 pb,
correspondientes a los productos de los genes cps Ib y cps la respectivamente. Dos cepas
previamente tipificadas en el laboratorio fueron utilizadas como controles positivos de

amplificacién, con claves 2758 y 2761 (cps la y cps Ib respectivamente) (Figura 20).

600 pb

300 pb

PCR dual la/lb 60°
S. agalactiae Gineco-4
11-noviembre-2015(2)

Figura 20.Electroferograma en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR cpsla y
cpslb (PCR dual). PM: marcador de peso molecular de 100 pb.

En las PCRs individuales, se obtuvo amplificacion de productos para los genes cps I, cps IV'y

cps VI. Los productos mencionados tienen un tamafio aproximado de 300 pb, 303 pb y 290 pb
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(cps I, cps IV y cps VI respectivamente). Cepas previamente tipificadas en el laboratorio se
usaron como controles positivos para los genes ¢cps Il, cps IV y cps VI correspondientes a las

claves 1916 (cps 1), 1450 (cps IV) y 1287 (cps Vi) (Figura 21).

PCR individual Il 52° o
S. agalactiae Gineco-4

19-noviembre-2015(1) PCR individual IV 60°

S. agalactiae Gineco-4

A) 01-diciembre-2015(3)

600 pb
290 pb

- 300 pb /
- - -
—_ M\ Y\
v Vi Vil Vil

PCR individual para IV/VI/VII/ VIl a 52
C) S. agalactiae Gineco-4
09-diciembre-2015(1)

Figura 21. Electroferograma en gel de agarosa al 1.7% de los amplificados de PCR cpsll (A),

cpslV (B) y cpsVI (C).PM: marcador de peso molecular de 100 pb.

La distribucidon y frecuencia de los tipos capsulares entre las 134 cepas tipificadas se muestra

en el Cuadro 18 y Figura 22. El tipo capsular mas frecuente fue el V (41.8%) seguido por el la
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(17.9%), 1l (14.9%), Il (12.7%) y Ib (9.7%). Los tipos capsulares menos frecuentes en orden
decreciente fueron el VI, IV con 2.2% y 0.7% respectivamente. No se tipificaron cepas de los

tipos VIl y VIII.

Cuadro 18. Frecuencia y distribucidn general porcentual de los tipos capsulares.

% de distribucién capsular

Frecuencia (n=134)
v 56 41.8%
la 24 17.9%
m 20 14.9%
n 17 12.7%
Ib 13 9.7%
vi 3 2.2%
v 1 0.7%
vii 0 0.0%
vii 0 0.0%

Distribucion del tipo capsular general

45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0%

15,0%

10,0%

5,0%

0,0%

Figura 22. Distribucién general porcentual del tipo capsular de SGB.
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La distribucion del tipo capsular en las cepas provenientes de exudados vaginales (n=106)
mostré que el tipo capsular predominante fue el V (42.5%), seguido del Ia (18.9%), Ib (12.3%),
11 (12.3%) y Il (11.3%). Los tipos menos frecuentes en esta subpoblacion son el VI'y IV, con

1.9% y 0.9% respectivamente (Cuadro 19 y Figura 23).

Cuadro 19. Frecuencia y distribucion porcentual de los tipos capsulares de acuerdo con su origen clinico.

Vaginales (n=106) Urocultivos (n=27)
Tipo CPS Frecuencia GGG Frecuencia % distribucion capsular
capsular
la 20 18.9 4 14.8
b 13 12.3 0 0
1 13 12.3 4 14.8
/] 12 11.3 8 29.6
v 1 0.9 0 0
v 45 425 10 37
Vi 2 1.9 1 3.7
vil 0 0 0 0
viii 0 0 0 0
Total 106 100 27 100
* Una cepa no fue considerada en este Cuadro debido a que proviene de la secrecion de una herida quirdrgica
posparto.

Distribucion del tipo capsular de acuerdo al
origen clinico de las cepas

45,0%
40,0%
35,0% 29,6%
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%
5,0%

0,0%
Il I

* Vaginal ~ Urocultivo

Figura 23. Distribucion porcentual de los tipos capsulares de acuerdo con su origen clinico.
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La distribucion del tipo capsular en las cepas provenientes de urocultivos (n=27) mostré que el
tipo capsular mas predominante fue el V (37%), seguido del 111 (29.6%), la (14.8%) y Il (14.8%).
El tipo menos frecuente fue el VI con 3.7%. No se encontraron cepas tipo Ib ni IV. (Cuadro 19

y Figura 23).

El tipo capsular de la cepa proveniente de la secrecidon de una herida quirurgica posparto fue

V.

Relacidn entre la resistencia antimicrobiana y los tipos capsulares de S. agalactiae
A continuacién se muestra en los Cuadros 20 y 21 y Figuras 24-26, la relacién entre el tipo

capsular identificado y su perfil de resistencia antimicrobiana.

Cuadro 20. Relacién entre la resistencia antimicrobiana y los tipos capsulares de S. agalactiae

% Resistencia

e g - -
capsular :g TE g 2 5 g J: ,§ 2
S & K] S s 5 5 S K]
2 i s & o > = 2 5 £
5 2 & S G g » 3 3 S
la (n=24) 0 44 4 0 0 0 0 0 4 4
Ib (n=13) 0 76.9 0 0 7.7 15.4 0 0 0 7.7
11 (n=17) 17.6 82.4 0 0 0 0 0 5.9 5.9 17.6
1l (n=20) 30 85 0 5 5 5 5 0 5 25
IV (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
V (n=56) 10.7 89.3 0 1.8 0 0 0 7.1 7.1 10.7
VI (n=3) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
—
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Cuadro 21. Relacién general del tipo capsular y el perfil de resistencia antimicrobiana.

2145 | O 2194 17 2143 1T
Resistencia a uno
2151 1T 2197 17T 2163 3| T,E,Clin
OIMSSSATBIGHCOS 2152 1T 2208 2 T,V 2165 | O
Tipo capsular V 2154 | O 2209 O 2191 1T
1985 ik 2155 1T 2210 17T 2205 1T
S E R 2157 | 1T 2212 0 ipo capsular Ib
1989 1T 2161 1T 1994 1T
1990 e 2162 17T 1988 | 2| T,Clin 1995 2|T,C
1991 1T 2164 17T 2016 1|7 2018 1| Lev
1992 | 3| T.E, Clin 2166 | 1T 2028 | 1T 2036 | 1T
1993 ik 2183 2| T,Zox 2029 1T 2103 | O
1996 | 3| T,E, Clin 2186 1T 2035 1|7 2113 1|7
1997 | 0 2189 1T 2039 1|7 2138 1|7
1998 1T 2193 1T 2041 3| T,E,Clin 2146 1|7
2020 | 2| T,E 2196 2| T,Zox 2044 1|7 2147 1|7
2021 2| TE 2198 1T 2095 0 2148 1| Lev
2022 | 0 2203 2| T,0x 2101 1|7 2185 2 | T,Clin
2023 11T 2204 | 3 | T, Ox, Zox 2110 | 3 | T,E,Clin 2187 1T
2024 | 0 2207 | 3|T,V,0Ox 2111 3| T,E,Clin 2192 1T
2025 | 2|TE 2211 | 2 |T,Ox 2132 | 1T Tipo capsular VI
2026 1T 2213 17T 2134 1T 2104 | O
2034 1T 2150 1T 2105 | O
2038 | 1|7 1987 1 T 2159 | 0|0 2153 | O
2040 5, 2o, @l 2017 2 T, Zox 2160 | 5|T,E,C, Ley,Clin Tipo capsular IV
2047 1T 2037 O 2195 1 E 2201 | O
2050 1T 2042 O 2199 | 2 | T, Zox
2051 | 0 2043 O 2206 | 4 | T,E V,SYN
2052 | 17T 2045 1 T ipo capsular /I
2102 2| T, Clin 2046 O 2027 1|7
2109 1T 2049 2 P, Clin 2030 1|7
2115 10T 2100 0 O 2031 1|7
2116 1T 2107 17T 2032 1|7
2133 1T 2112 O 2033 1|7
2135 | 2| T,Clin 2114 | 0 2
2136 1T 2140 1|7 2096 2 | Ox, Zox
2137 1T 2149 O 2097 1|7
2139 1T 2156 17T 2098 1|7
2142 1T 2158 17T 2099 | 3| T,E,Clin
2144 | 2|7, Clin 2188 O 2106 | 3| T, EClin
2190 O 2108 1|7
N
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Las cepas con los tipos capsulares de mayor prevalencia en nuestro estudio presentaron mayor
resistencia a tetraciclina, con porcentajes de resistencia variables: V (89.3%), la (44%), I
(85%), 1l (82.4%) y Ib (76.9%) (Cuadro 20). La distribucién de los tipos capsulares en las cepas
resistentes a tetraciclina mostré que el tipo cps mas predominante resistente a tetraciclina fue

el V, seguido del I, Il, la y Ib (Figura 24).

Cabe mencionar que todos los grupos capsulares tipificados en este estudio con excepcién del
tipo la, no tienen resistencia a penicilina, es decir son 100% susceptibles a éste antibidtico. En
la poblacion de cepas tipificadas con el tipo capsular la (n=24), se identificd una cepa resistente

a penicilina, lo que le confiere a este subgrupo un 4% de resistencia a dicho antibidtico.

El tipo capsular mas comun en la poblacidn de cepas estudiadas fue el V, y presentd el siguiente
perfil de resistencia: eritromicina (10.7%), tetraciclina (89.3%), vancomicina (1.8%), oxacilina-

ceftizoxima (7.1%) y clindamicina (10.7%).

Las cepas con el tipo capsular Il tuvieron resistencia a ocho de los diez antibiéticos probados,
(mayor al 75% para tetraciclina, y menor o igual al 30% para E, V, C, LEV, SYN, ZOX y Clin) siendo
Unicamente la penicilina y oxacilina los antibiéticos a los cuales mostraron un 100% de

susceptibilidad.

El mayor porcentaje de resistencia a eritromicina lo presentd el tipo capsular /Il seguido del
tipo Il (30% y 17.6% respectivamente). La distribucion de los tipos capsulares en las cepas
resistentes a eritromicina mostré que los tipos cps resistentes mds prevalentes a este

antibidtico fueron el V, Il y Il (Figura 25).

El tipo capsular con mayor porcentaje de resistencia a clindamicina fue el Ill seguido del Il (25%

y 17.6% respectivamente). La distribucion de los tipos capsulares en las cepas resistentes a

63



clindamicina mostré que los tipos cps mas prevalentes resistentes a este antibiético son el V,

Iy Il (Figura 26).

El quinto tipo capsular mas frecuente en la poblacién estudiada fue el Ib, caracterizandose por
tener el mayor porcentaje de resistencia a levofloxacina (15.4%) con respecto a los demas tipos
capsulares. El tipo capsular Il tuvo 5% de resistencia a levofloxacina y los tipos V, la, I, VI y IV

fueron totalmente sensibles a dicho antibiodtico.

El tipo capsular que presentd mayor sensibilidad a la bateria de antibiéticos estudiados fue el
la, es decir es el mas sensible. Ademads de ser el tipo con menor resistencia a tetraciclina en

comparacion con los demas (44%).

50,0%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%

20,0%

15,0% 10,8%

9,8%
10,0%

5,0%

0,0%

Figura 24. Distribucién de los tipos cps de cepas resistentes a tetraciclina (n=102).
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Figura 25. Distribucién de los tipos cps de cepas resistentes a eritromicina (n=15).

Figura 26. Distribucidn de los tipos cps de cepas resistentes a clindamicina (n=16).
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DISCUSION

Susceptibilidad antimicrobiana
Los SGB son la principal causa de enfermedades severas como meningitis y septicemia en
recién nacidos, asi como una gran variedad de enfermedades en mujeres embarazadas, no

embarazadas y personas de edad avanzada o con enfermedades subyacentes.

El uso inadecuado de antibidticos (automedicacion, falta de pruebas de susceptibilidad a
antibidticos, el desapego al tratamiento) como alternativa a la profilaxis antibidtica
intraparto (IAP), es cuestionable debido a las tendencias a incrementar los niveles de
resistencia a eritromicina y clindamicina entre los SGB. De aqui la necesidad de realizar una
vigilancia y monitoreo en el cambio de los perfiles de resistencia a antibiéticos de cepas de

SGB circulantes en nuestro medio.

En nuestro estudio el porcentaje general de resistencia a eritromicina vy clindamicina
observado en las cepas trabajadas fue de 11.2 % y 14.8% respectivamente, dichos
porcentajes son mayores con respecto a los observados en el 2002 y 2004 en dos estudios
realizados en México, con valores de resistencia del 5.9 % para eritromicina y menor al 4%
para ambos antibiéticos [34, 35]; esto indica que la resistencia a eritromicina ha aumentado
al doble y casi al triple la de clindamicina en un periodo de 11 afios, posiblemente por el uso
indiscriminado de estos antibidticos o a la falta de apego a los tratamientos farmacoldgicos.
Porcentajes similares de resistencia para eritromicina se reportan en Suiza, Arabia Saudita
e Italia; y para clindamicina en Brasil e Iran (Cuadro 9). Porcentajes mayores al 22% de
resistencia a eritromicina se observaron en Iran, Colombia, Bélgica, Nueva York, y China; y
mayores al 28% para clindamicina en Colombia, E.U.A y China (Cuadro 9). Dentro de los
paises que reportan un porcentaje menor al 10% de resistencia para clindamicina se
encuentran Etiopia, Brasil y Suiza; en el caso de eritromicina en Brasil, Etiopia y Suecia se
han observado porcentajes de resistencia menores al 10% (Cuadro 9). Esto muestra que el

grado de resistencia antimicrobiana puede variar de acuerdo con las zonas geogréficas y

I
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que el incremento en el uso de macrdlidos y lincosamidas en la terapéutica de segunda
eleccion ante la existencia de pacientes con reacciones alérgicas a los B-lactamicos, ha

ejercido una presion selectiva que con lleva a un aumento en la resistencia antimicrobiana.

En nuestro estudio se evaluaron cepas provenientes de diferente origen clinico: exudados
vaginales, urocultivos y la secrecion de una herida quirdrgica posparto (Figura 18 y Cuadro
17). Al comparar los perfiles de resistencia antimicrobiana de acuerdo al origen clinico de la
muestra entre exudados vaginales y urocultivos, observamos que dichos perfiles son
similares en cuanto a la resistencia a tetraciclina y clindamicina (Figura 18 y Cuadro 17); la
mayor resistencia antimicrobiana fue para la tetraciclina en ambos casos (75.5% exudados
vaginales y 77.8% en urocultivos), seguida de clindamicina en exudados vaginales (14.5%) y

eritromicina en urocultivos (22.2%).

La resistencia a eritromicina en urocultivos fue casi tres veces mayor a la observada en
exudados vaginales (22.2% y 7.5%, Figura 18 y Cuadro 17). Contrario a lo reportado en un
estudio del 2002 en México en mujeres embarazadas, donde se reportd que la resistencia
a eritromicina en cepas de SGB de urocultivos fue de 0% comparada con un 6.5% de las
cepas de SGB de exudados vaginales [34]. En cuanto a los perfiles de resistencia a
levofloxacina, cloranfenicol, quinupristina-dalfopristina, penicilina, vancomicina, oxacilinay
ceftizoxima entre cepas de diferentes origenes clinicos se observdé que las cepas
provenientes de exudados vaginales tienen mayor resistencia antimicrobiana en
comparacién con las cepas de urocultivos, tomando en cuenta que esta diferencia para
todos los antibidéticos mencionados va del 1 al 7% (Figura 18 y Cuadro 17).

De este comportamiento podemos afirmar que en nuestro estudio el origen clinico de las
muestras esta relacionado con los perfiles de resistencia antimicrobiana de las cepas
aisladas. Este resultado reafirma la importancia de realizar la busqueda de SGB a partir de
varias muestras con origenes clinicos diversos en una misma paciente (vaginal, urocultivos,
anorectal), con el objetivo de aumentar la probabilidad de encontrar al patégeno

oportunista y por lo tanto que la mujer y el neonato reciban la atencién adecuada.
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El porcentaje de resistencia a tetraciclina dentro de las cepas de este estudio sin tomar en
cuenta el origen clinico de la muestra fue de 76.1%, un porcentaje alto que correlaciona con
el hecho de que la mayoria de las cepas de SGB humanas son consideradas altamente
resistentes a las tetraciclinas [25] . Valores similares se observan en lItalia y en algunas
regiones de Brasil (Rio de Janeiro); menores al 50% en Colombia y Etiopia. Sin embargo,
también existen zonas geograficas con porcentajes mayores de resistencia a tetraciclina
como China e Irdn (Cuadro 9). La resistencia a tetraciclina podria explicarse debido al uso
indiscriminado de la misma a lo largo del mundo y a que las cepas estudiadas son de
pacientes intrahospitalarios, donde pudiera estar circulando una cepa resistente a
tetraciclina, que por recombinacién genética estuviese transmitiendo la informacidn a otras

cepas para adquirir dicha resistencia.

La penicilina es el antibidtico de primera eleccidon en el tratamiento profilactico en mujeres
embarazadas con infeccion por SGB, de acuerdo con nuestro estudio las cepas trabajadas
presentaron 100% de susceptibilidad a penicilina, excepto por una cepa que presentd
resistencia (1/134, Cuadro 17). La susceptibilidad total a la penicilina se ha observado en
general a lo largo del mundo, en paises como Suiza, Iran, Brasil, China, Colombia, Argentina,
Arabia Saudita, Etiopia, por mencionar algunos donde la resistencia a penicilina es nula para
SGB (Cuadro 9). Recientemente en Japon y E.U.A., se han caracterizado algunas cepas con
disminucién en su susceptibilidad a penicilina, en nuestro estudio la cepa resistente que
encontramos podria formar parte de este brote de cepas recientemente reportadas [48].
Para determinar si la cepa resistente a penicilina forma parte de este grupo es necesario
calcular la CIM (concentracién minima inhibitoria) de penicilina en nuestra poblacién y
compararla con la CIM de la cepa resistente, esperando ver un aumento en ésta ultima con
respecto a la de la poblacién. La baja susceptibilidad a la penicilina reportada se asocia
frecuentemente con mutaciones en las proteinas de unién a penicilina PBP 2X'y PBP 2B [25,

39]. El hecho de que la susceptibilidad a la penicilina sea total, es alentador ya que habla
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de que la terapia de primera eleccién para controlar la infeccién por SGB en mujeres

gestantes continula siendo eficaz en nuestro pais.

Con fines de este estudio se toma como multirresistente una cepa que presenta resistencia
a tres o mas antibiodticos diferentes. Alrededor de 13 de las cepas estudiadas presentaron
multirresistencia (Cuadro 21), hecho que podria explicarse dado su origen intrahospitalario

donde puede existir una seleccidn positiva sobre las bacterias.

Distribucion del tipo capsular

La distribucion de los tipos capsulares en las 134 cepas tipificadas por PCR, mostré que el
tipo capsular predominante en nuestra poblacion de estudio fue el V (41.8%), seguido del
laylll(17.9%y 14.9% respectivamente), finalmente el I, Ib, VIy IV con el 12.7%, 9.7%, 2.2%
y 0.7% respectivamente (Cuadro 18 y Figura 22). En México en el 2005, se reportd una
distribucién del tipos capsulares del 48.6% tipo 1, 32.9 % tipo Il y 14% tipo Il [32]. Un
estudio mas del 2004 en mujeres embarazadas en México reportd 58.8% tipo 1, 29.4% tipo
Il'y 5.9% tipo Il [35]. Se puede observar que el tipo cps V no figuraba entre los mas
frecuentes y ahora es el de mayor prevalencia. Entre 2004 y 2005 el tipo cps I (la+Ib) era el
mas predominante, 58.8% y 48.6% respectivamente. De acuerdo con lo reportado en los
estudios mencionados, este tipo cps ha disminuido su prevalencia en la Ciudad de México
a lo largo de estos anos, llegando a ser del 28.1% en el 2016 de acuerdo con nuestros
resultados. En cuanto al tipo cps Il en nuestro estudio se observd una disminucién en la
prevalencia casi del 50% con respecto a la observada en el 2005 (32.9%) [32]. La frecuencia

del tipo cps Il se ha modificado muy poco con respecto a lo observado en el 2005.

Nuestros datos reportan porcentajes similares en la prevalencia del tipo cps V con los
observados en Francia, del tipo la con Suiza, Irlanda y China, del tipo /Il con Brasil, del tipo

Il con Irlanda e India, y del tipo Ib con Iran e Inglaterra (Cuadro 6).
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La distribucién global de acuerdo con una revisién del 2012 muestra que el tipo cps lll es el
mas frecuente en diversas regiones (48.9%) seguidos de los tipos la (22.9%), V (9.1%), Ib
(7.0%) y Il (6.2%) [33]. En comparacion con esta revision, las cepas estudiadas muestran que
efectivamente los tipos mds comunes son el la, Ib, Il, lll y V, a pesar de no tener la misma
frecuencia que la reportada como global. A lo largo de casi diez aifos los principales tipos
capsulares en México se han mantenido constantes, aun cuando entre ellos ha variado la
frecuencia. Lo anterior sugiere que la vacuna polivalente propuesta como medida
preventiva mundial que incluye los tipos la, Ib, Il, Ill y V también podria ser funcional en
nuestro pais para prevenir la infeccién por SGB, con una eficacia tedrica del 97% de acuerdo

con resultados encontrados en este estudio de los tipos capsulares mas frecuentes.

En este trabajo se tipificaron cepas de diferente origen clinico (Cuadro 19 y Figura 23), la
distribucién de los tipos cps entre las muestras de exudados vaginales y de urocultivos
muestran que el tipo V es el mds prevalente para ambos casos, 42.5% y 37%
respectivamente. Esto muestra congruencia con los resultados obtenidos previamente en
nuestro laboratorio en el 2013, donde se identificé al cps V como el tipo de mayor
prevalencia en cepas provenientes de exudados vaginales y de urocultivos [59]. En estudios
realizados en la Ciudad de México del 2002 [34], 2005 [32] y 2008 [58] se habia reportado
al tipo cps I (que incluye la+Ib) como el tipo de mayor predominancia en muestras con este
origen clinico, lo que nos indica una vez mas que aunque la distribucion de los tipos cps no
varia significativamente en el tiempo la frecuencia de éstos si puede ser modificada en

plazos cortos de tiempo dentro de una misma region.

En cepas provenientes de exudados vaginales, el segundo tipo cps predominante fue el la
(18.9%), lo que muestra similitud con los resultados obtenidos previamente en el
laboratorio (18%) en el 2013 [59]. En los urocultivos el cps la tuvo una prevalencia del 14.8%

siendo el tercer tipo cps predominante junto con el tipo Il en muestras de dicho origen.
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En cuanto al tipo cps /Il en urocultivos mostré tener una prevalencia del 29.6%, 2.5 veces
mayor a la observada en exudados vaginales (11.3%), similar a lo observado en el 2002 [34]
donde esta relacién entre ambos origenes clinicos para el cps /Il fue de 3:1, 40% y 13%
respectivamente [34]. La prevalencia del cps tipo Il entre exudados vaginales y urocultivos
fue similar. No se tipificaron cepas tipo Ib y IV a partir de urocultivos. En exudados vaginales
se tipificd un 12.3% tipo Ib comparable con lo reportado en el 2008 (11.2%) en nuestro
laboratorio, y un 0.9% con tipo IV. Cabe resaltar que la Unica cepa tipificada como cps IV en

nuestro estudio proviene de un exudado vaginal.

Se sabe que el tipo capsular Il es uno de los tipos que se asocia en mayor medida con EOD
y LOD, mientras que el V y la se asocia frecuentemente con la enfermedad invasiva en
adultos [21]. Dado que los tipos V, la y lll son los que tienen mayor prevalencia de acuerdo
con este estudio en México, es importante realizar mas estudios que nos brinden mayor
informacién epidemioldgica sobre la incidencia de la enfermedad invasiva por SGB, la
distribucién y frecuencia de los tipos cps en las diferentes regiones del pais, debido a que
los datos conocidos hasta ahora en su mayoria contemplan estudios realizados en la Ciudad

de México [23].

Relacidn entre la resistencia antimicrobiana y los tipos capsulares de S. agalactiae
Los tipos capsulares predominantes del estudio (V, la, Illl, Il y Ib) presentaron mayor
resistencia al antibiotico tetraciclina. Los mecanismos de resistencia a la tetraciclina de los
SGB reportados actualmente estan relacionados con genes de proteccidon ribosomal (genes
tetM, tetT y tetO) o con la bomba de eflujo del antibidtico (genes tetK o tetL). La alta
resistencia a tetraciclina entre los tipos capsulares V, lll, Il y Ib esta distribuida de forma
uniforme e independiente del tipo capsular. Mientras que el tipo la fue el mas sensible a la
tetraciclina, presentando una resistencia del 48% para dicho antibidtico (Cuadro 20).

Es probable que la resistencia a tetraciclina se deba a una amplia distribucién de los genes
que le confieren dicha resistencia entre las cepas estudiadas e incluso podriamos sospechar

que hay un alto indice de transferencia de informacion genética entre las cepas dado su
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origen intrahospitalario. Dentro de las cepas resistentes a tetraciclina en nuestro estudio,
el tipo cps predominante fue el V (49%, Figura 24), similar a lo reportado previamente en el
laboratorio en el 2013 (36%) [59]. Se sabe que las cepas con cps V se asocian mayormente
con infeccién invasiva en adultos, por lo que es de relevancia establecer esquemas de
vigilancia epidemioldgica alrededor de estas cepas y de la poblacion susceptible a ellas.
Nuestros datos muestran que en cepas resistentes a tetraciclina el 16.7% pertenece al cps
I, el 13.7% al I, el 10.8% al la y el 9.8% al Ib (Figura 24). La distribucidon en orden
decreciente de prevalencia de tipos cps reportada previamente en el laboratorio en el 2013
fue V (36%), Il (28%), la (27%), Il (7%) y Ib (2%) [59]. Podemos observar que en ambos
estudios los dos tipos capsulares predominantes dentro de la poblacidn resistente a

tetraciclina son el Vy el lll.

Se sabe que los tipos cps resistentes a tetraciclina reportados como mas prevalentes en
nuestro estudio son los mas frecuentes globalmente, sin embargo en la actualidad la
tetraciclina no se utiliza como tratamiento para infecciones por SGB de acuerdo con las

guias de los CDC.

En cuanto a las cepas resistentes a clindamicina, se observé que los tipos cps que

predominaron son el V (38%), Il (31%) y Il (19%) (Figura 26).

Respecto a las cepas resistentes a eritromicina la distribucidn de los tipos capsulares fue V,
Il 'y Il en orden decreciente de prevalencia, con 40%, 40% y 20% respectivamente (Figura
25), similar a lo observado en estudios previamente realizados en nuestro laboratorio en el
2013 donde el cps tipo V fue el mas prevalente, seguido del ll, la y 1l [59]. El tipo la, en el
2013 tenia un 20% de prevalencia en cepas de SGB resistentes a eritromicina mientras que
en la actualidad es del 0% en nuestra poblacion de estudio.

Italia y Suiza reportaron en dos estudios del 2007 y 2014 que el tipo cps V estd asociado con

resistencia a eritromicina [37], parecido a lo observado en nuestro estudio.
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En general, se observd que los tipos Vy lll son el primer y tercer tipo capsular mas comun
en nuestra poblacién de estudio y también mostraron ser los tipos con mayor resistencia a
diferentes antibiéticos (Cuadro 20). Asi como lo reportado en un estudio de Brasil en el
2013, donde los tipos Iy V fueron los mas frecuentes y resistentes a diferentes antibiéticos

[40].

El tipo capsular Il (3ro mas predominante en nuestra poblacidén) presentd resistencia a un
mayor numero de antibidticos, es decir las cepas cps /Il estudiadas tienden a ser
multirresistentes. Otros estudios también han reportado al tipo /Il como uno de los tipos
capsulares encontrados con mayor frecuencia en casos de infeccidn invasiva.

Los tipos capsulares Ill y Il fueron los que mostraron tener mayor resistencia a la
eritromicina con 30% y 17.6%, y a clindamicina con 25% y 17.6% respectivamente. La
resistencia a eritromicina esta asociada frecuentemente pero no siempre con resistencia a
clindamicina [28]. Por lo que es pertinente realizar la prueba “D” a las cepas que son
resistentes a eritromicina y susceptibles a clindamicina para corroborar que dichas cepas
no presenten resistencia a clindamicina inducida por la eritromicina. La resistencia inducible
para macrélidos, lincosamidas y estreptograminas no se detecta utilizando los test de
susceptibilidad antimicrobiana estandar, por consiguiente la no identificaciéon de esta
resistencia inducible puede conducir a una falla del tratamiento con clindamicina. En estos
casos se debe realizar en conjunto el antibiograma convencional y la prueba “D” para

clindamicina y eritromicina.

El quinto tipo capsular mds frecuente en nuestro estudio fue el Ib, caracterizado por tener
el mayor porcentaje de resistencia a levofloxacina (15.4%) con respecto a los demas tipos
cps que fueron totalmente susceptibles a este antibidtico (sin tomar en cuenta el lll que
presentd una ligera resistencia del 5%). En Asia se han reportado cepas resistentes a
levofloxacina, especificamente en China con alrededor de 35.7% de resistencia [16, 25]. Se
han descrito diversos mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas, dentro de las que

se incluyen mutaciones en los genes que codifican la DNA girasa y la topoisomerasa IV
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dando lugar a las QRDR, que son alteraciones en la permeabilidad de la membrana que
disminuyen la penetracién intracelular del farmaco, y la activacién de transportadores de
expulsiéon de los antibidticos desde la membrana celular al medio exterior [60]. Este
antibidtico actualmente no es utilizado en el tratamiento de infecciones por SGB de acuerdo
con los CDCs. Sin embargo en caso de ser necesario su uso, debe ser utilizado con reservay
como uno de los ultimos recursos de tratamiento para no favorecer la aparicion de cepas

resistentes o el aumento de la prevalencia en las mismas.

Se recomienda dar seguimiento epidemioldgico de las cepas resistentes con el fin de
establecer si el tratamiento farmacolégico con determinado antibidtico es el adecuado de

acuerdo con la zona geografica y a una poblacién especifica.

La investigacion y la vigilancia de los cambios en la distribucidn de tipos capsulares y su
susceptibilidad a los antibioticos son de gran relevancia y utilidad para la prevencién vy el

tratamiento de las infecciones causadas por SGB.
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CONCLUSIONES

e Ladistribucién de los tipos capsulares mas frecuentes obtenidos en nuestro estudio
en orden decreciente fue V (40%), la, i, Il y Ib (con porcentajes entre 10% y 20%).

e En nuestra poblacion de estudio no se identificaron cepas de los tipos VIl'y VIII.

e La distribucion en el mundo de los tipos capsulares con frecuencias variables es
similar a la observada en nuestro estudio.

e El tipo Il es mas frecuente en cepas provenientes de urocultivos (29.6%) con
respecto a las cepas de exudados vaginales (11.3%). No se tipificaron cepas Ib ni IV
de urocultivos.

e La prevalencia de susceptibilidad a penicilina de los SGB es alta (100%), lo que
corrobora la eficacia del tratamiento profilactico en mujeres gestantes.

e La tetraciclina es el antibidtico al cual las cepas estudiadas presentan mayor
resistencia. En cepas resistentes a tetraciclina los tipos capsulares mas
representativos son el Vy el Ill.

e La resistencia a eritromicina y clindamicina ha aumentado en los ultimos diez afios
en México. En cepas resistentes a eritromicina los tipos capsulares mas
representativos son el Il, lll y V. En cepas resistentes a clindamicina los tipos
capsulares mas representativos son el lll y el V. No se encontraron cepas con tipo
cps la ni Ib resistentes a eritromicina.

e En general los tipos capsulares Il y V son los que presentan resistencia a un mayor
numero de antibidticos.

e Los Unicos tipos cps que mostraron tener resistencia a levofloxacina fueron el Ib y
1.

e La implementacién en México de guias de recomendaciones para el manejo de
infecciones por SGB de forma oficial y de cobertura nacional es indispensable para
la prevencidn y tratamiento especifico de las enfermedades causadas por este
agente.

e El proyecto de vacunacién contra los tipos cps prevalentes puede prevenir riesgos

de reacciones alérgicas a antibidticos y disminuir las tasas de resistencia
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antimicrobiana, y en nuestro pais podria tener una eficacia tedrica de hasta el 97%

de acuerdo a nuestros resultados de distribucidn y prevalencia de los tipos cps.
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