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INTRODUCCION

La bacteria

Streptococcus agalactiae o Streptococcus R-hemolitico del Grupo B (SGB) es una
bacteria Gram positiva, anaerdbica facultativa, catalasa y oxidasa negativa, que se
presenta formando cadenas de longitud variable y vive de manera saprdfita en los
tractos gastrointestinal y genitourinario del ser humano [1].

Este patdogeno puede encontrarse como parte de la microbiota natural sin causar
enfermedad en el aparato digestivo y genitourinario en un 30% de los adultos

incluyendo las mujeres embarazadas [2].

Patologias
GBS produce una variedad de infecciones en humanos como osteomielitis,

bacteriemias, endocarditis, neumonias, infecciones de piel e infecciones de tejidos de
partes blandas en pacientes con el sistema inmunoldgico alterado como los diabéticos,
cirroticos, dializados y otros [3], ademas de ser causante de infecciones invasivas en
nifos recién nacidos, y es cada vez mas reconocido como patégeno en poblaciones
adultas incluyendo ancianos, diabéticos y mujeres embarazadas [4].

Esta bacteria sigue siendo un importante agente infeccioso en perinatologia;
considerandose la bacteria predominante en el inicio precoz de sepsis neonatal que
puede ser adquirido durante el parto o en el utero por transmision de la mucosa
materno-vaginal o por colonizacién anorrectal [5]. En este proceso infeccioso la
prematuridad es también un factor de riesgo, y la mortalidad aumenta en recién
nacidos prematuros; las tasas de colonizacion materna reportadas son bastante
variables, pero generalmente oscilan entre el 20-30%. Por lo tanto las diferencias en
las tasas de colonizacién dependen de la poblacion y los métodos de laboratorio
utilizados para detectar e identificar el patéogeno [6].

La transmision del microorganismo de madre a hijo se produce en 40 a 73% de las
pacientes con cultivo positivo para GBS y a pesar que no todos los recién nacidos
infectados desarrollan una enfermedad grave precoz (sepsis, neumonia, meningitis),
muchos de ellos pueden presentar secuelas neuroldgicas y por ello es importante
desarrollar estrategias de prevencion para esta enfermedad, que puede ocurrir como
inicio temprano a los 7 dias de edad, de aparicion tardia de 7 dias a 3 meses de edad
o tardia >90 dias de edad [7].



Profilaxis

La profilaxis durante el embarazo comienza durante el trabajo de parto cuatro horas
antes del nacimiento con el suministro de antibidticos, de esta manera se disminuye la
incidencia de infecciones neonatales iniciales y es la Unica medida eficaz actualmente
aceptada para interrumpir la transmision vertical del GBS y evitar la sepsis neonatal
[11[8].

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) recomiendan dos
enfoques para identificar a las madres que deben recibir antibiéticos intraparto para
prevenir procesos infecciosos por GBS [9]. De acuerdo a este reporte, se deben
identificar como factores de riesgo importantes a los partos con menos de 37 semanas
de gestacion, con ruptura de membrana = 18 horas y una temperatura intraparto =
38°C; también, es necesario realizar un cultivo de hisopado vagino-rectal entre las 35y
37 semanas de gestacion para detectar la colonizacién de GBS, siendo recomendado
la inoculacion de los especimenes en un medio de caldo selectivo y subcultivado
posteriormente en placas de agar de sangre durante 24 a 48 horas.

En los recién nacidos, la infecciéon por el GBS se relaciona con un titulo bajo de
anticuerpos frente al antigeno especifico de tipo de la cepa colonizante. Actualmente,
se encuentran en fase experimental el desarrollo de vacunas dirigidas a prevenir la
infecciébn neonatal causada por la bacteria, mediante la inmunizacién activa de las
gestantes. Aunque los resultados de algunas de estas vacunas han sido prometedores
en estudios realizados en voluntarias, de momento no se encuentran disponibles, y su

eficacia en la prevencion de la infeccion en adultos se desconoce [6].

Tratamiento

En cuanto al uso de antimicrobianos, se recomienda administrar al comienzo del
trabajo de parto uno de los siguientes tratamientos: a) 2 g de ampicilina i.v., seguidos
de 1 g cada 4 h hasta su finalizacién, y b) 5 MU de penicilina G i.v., seguidos de 2.5
MU cada 4 h, hasta el fin del parto. En caso de alergia a los R-lactamicos, puede

utilizarse la clindamicina i.v. o la eritromicina i.v. hasta la conclusién del parto [8].

Diagnéstico microbiolégico
Los medios suplementados con sangre o suero favorecen el crecimiento de SGB.
Luego de 18-24 hs de incubacion en agar sangre, las colonias son de unos 2 mm de

diametro, lisas y rodeadas por un halo de R-hemdlisis, aunque existen algunas cepas



no hemoliticas. EI empleo de medios selectivos favorece la recuperacion del GBS y
como agentes selectivos se emplean, gentamicina, acido nalidixico-colistina o cristal
violeta [10].

Si bien, el Colegio Americano de Ginecologos y Obstetras (ACOG) recomienda que
las muestras obtenidas con hisopos vaginales o ano-rectal, deben ser aislados por
crecimiento en un medio de enriquecimiento selectivo denominado Caldo de Todd-
Hewitt (LIM), suplementado con Antibiéticos, luego debe ser subcultivado en un medio
sélido de agar sangre de oveja o carnero (LIM-BAe incubado durante 18 a 24 hs,
posterior a este tiempo se puede identificar la presencia del microorganismo, utilizando
un agar Acido nalidixico-Neomicina (NNA) como medio selectivo para GBS, al utilizar
el caldo de cultivo se aumenta en un 15% la deteccion del patégeno en comparacion al
agar de acido colistina-nalidixico (CNA) [10].

De igual manera, el agar cromogénico ChromID Strepto B (STRB; bioMerieux, Inc.) es
un medio selectivo y diferenciado recientemente desarrollado para identificacion de
GBS, este medio de cultivo contiene un sustrato que en presencia de GBS en
crecimiento activo, genera colonias rosadas a rojas que se identifican facilmente. El
crecimiento de bacterias de otras especies se inhibe o aparece en otros colores
(violeta, azul, o incoloro) Estudios realizados afirman que el medio cromogénico STRB
en combinacion con caldo LIM, tiene una mayor sensibilidad que el NNA, presentando
ciertas ventajas como la facilidad de detectar un cambio de color en este medio, en
lugar de buscar débilmente colonias beta-hemoliticas en NNA, y la necesidad de
realizar sélo una prueba adicional del medio STRB, existiendo pocas probabilidades
de falsos positivos [11]Asi mismo, se hace referencia a caldos de cultivo
cromogeénicos, que por el cambio de color del medio, permiten establecer en un menor
tiempo la existencia de crecimiento de Streptococcus agalactiae, sin embargo las
cepas no hemoliticas de esta bacteria no producen el cambio de color y en caso de
resultar negativo, se hace necesario el subcultivo en medio solido. Es importante
resaltar que el caldo de cultivo debe incubarse durante 18-24 horas y como lo
recomienda la guia del CDC del afio 2010 es necesario subcultivar en agar sangre de
carnero al 5% o agar Columbia suplementado con acido nalidixico y colistina, o en un
agar cromogeénico. De igual manera el medio Granada (GM) es un medio especifico
para detectar cepas de Streptococcus B-hemolitico, donde al ser positivas las colonias
se colorean de naranja, este método es muy sensible y sencillo, permitiendo asi la
identificacion de GBS en un solo paso dentro de las 24 horas [1]. Sin embargo, existen

otras posibilidades que presentan el mismo rendimiento que la metodologia citada o



incluso mayor. Fraile et at., demostraron que en el medio de Granada, S. agalactiae
presenta colonias de color naranja, presentando la misma sensibilidad en muestras
vaginales y mayor sensibilidad en muestras vagino-rectales que la metodologia
propuesta por el CDC. Por otra parte, este medio disminuye el tiempo de informe en al
menos 24 horas y también la carga de trabajo del laboratorio, al hacer innecesario el
uso de pruebas bioquimicas.

Es importante resaltar, que de los medios de cultivos liquidos, el mas utilizado es
Tood-Hewitt suplementado con una dupla de antimicrobianos, entre los que se
cuentan (Gentamicina 8 ug/mL - Nalidixico 15 pg/mL), (Nalidixico 15 pug/mL Colistin 10
pug/mL) y (Gentamicina 8 pug/mL Colistin 10 ug/mL), donde se han encontrado cepas
de S. agalactiae que son sensibles a una concentracién de de 8 ug/mL. A su vez,
existen diversos medios solidos entre los que se pueden mencionar el Agar Tripto-
Soya, Agar Columbia, Agar Cerebro-Corazon, todos con el agregado de sangre de
carnero al 5%. Existen ademas medios cromogénicos como el agar Granada, en el
cual se siembra directamente el hisopado. Las colonias de Streptococcus agalactiae
crecen de color rojo-naranja, en este medio.

En un trabajo previo se observd el rendimiento de la prueba AccuProbe GBS
(sensibilidad, 90,1%; especificidad, 97,5%) parecia ser menor de lo que habia sido en
la evaluaciéon previa atribuyendose a fallas tecnicas. El uso del AccuProbe para
deteccidén de GBS en cultivos de caldo es mas rentable para laboratorios que realizan
un volumen relativamente grande de GBS pruebas de cribado [11]. En 1996, Bourbeau
et al. (1997) “determinado” que el costo de la AccuProbe es menor al de los cultivos
positivos, es un método fiable para deteccion de GBS. Es necesario que las muestras
vaginales y ano-rectales se inoculen en caldo selectivo [12]

De igual manera, se han desarrollado técnicas de biologia molecular que incluyen las
sondas de ADN y las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos, entre las cuales se
pueden mencionar la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). La sensibilidad y
especificidad de las técnicas utilizadas varia entre 62,5% y 98,5 % y 64,5% y 99,6%
respectivamente. Los mejores resultados se obtienen si se utiliza el caldo de
enriquecimiento en lugar realizar las técnicas sobre la muestra. Este factor disminuye
el valor agregado de la prueba con respecto a la oportunidad, si se requiere que la
muestra se realice al momento del parto. Por el contrario las PCR automatizadas como
LigthCycler Strep B (Roche Diagnostics Corporation) y las que se realizan en el
GeneXpert® (Cepheid), han demostrado valores de sensibilidad y especificidad del

98,5% y 99,6;% respectivamente al utilizar directamente la muestra tomada del recto y



vagina al momento del parto, al mismo tiempo, la PCR presenta mejor sensibilidad
para definir el estado real de colonizacion en ese momento comparado con la
realizacién del cultivo prenatal, y con la ventaja adicional de poder identificar el estado
real de colonizacion en las embarazadas con parto prematuro o en aquellas que no se
haya realizado el cultivo al momento del parto. Si bien esta metodologia resulta
prometedora, no suelen estar, como métodos diagndsticos, al alcance de los
laboratorios en paises subdesarrollados. En tal sentido, se siguen aplicando los

meétodos tradicionales como estandares de diagndstico [13].



Justificacion

Ante la ausencia de datos sobre prevalencia de colonizacion por Streptococcus
agalactiae en las pacientes gestantes de la zona de influencia del Laboratorio Regional
de Bacteriologia perteneciente a la Regién sanitaria Il de la provincia de Chaco, se
considera necesaria la realizacion de este estudio, donde se determinara el estado de
portacidon por Streptococcus agalactiae en embarazadas entre 35 y 37 semanas de

gestacion utilizando un medio de cultivo cromogénico.

Hipétesis

La prevalencia de embarazadas portadoras de Streptococcus agalactiae en la
poblacion a estudiar se encuentra dentro de los valores informados para nuestro pais
(5-18%).

Objetivo General

Determinar la prevalencia de colonizacién por S. agalactiae en la poblacion de
embarazadas de 35-37 semanas de gestacion en un laboratorio regional de
Bacteriologia mediante cultivo de las muestras en medio cromogénico con y sin

enriquecimiento previo.

Objetivos Especificos

e Recuperar S. agalactiae a partir de muestras obtenidas de mujeres gestantes

e Determinar la utilidad de un medio cromogénico para detectar S. agalactiae en
embarazadas cuando la muestra es sembrada directamente en dicho medio o

después del enriquecimiento en caldo de Todd-Hewitt selectivo



Materiales y Métodos

Disefno metodolégico
Se llevé a cabo un estudio observacional, descriptivo, con recoleccién prospectiva de

datos.

Poblacién Estudiada

Se incluyeron 100 mujeres embarazadas cursando entre la semana 35 y 37 de
gestacion a las cuales se les realizd hisopado ano-rectal y de introito vaginal en el
laboratorio Regional de Bacteriologia, dependiente de Ila Red provincial de
laboratorios del Chaco y se encuentra en el Hospital Dr Andrés Diaz y Pereyro de la
localidad de Machagai.

Para la toma de muestras se utilizaron hisopos de algodén individuales y estériles para
un total de 100 muestras ano-rectales y 100 muestras de introito vaginal, las cuales

fueron procesadas inmediatamente sin utilizar medio de transporte.

Procesamiento bacteriolégico

Las muestras vaginales y ano-rectales fueron sembradas directamente en placas de
agar cromogénico chromID Strepto B (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia), este
material se incubd en aerobiosis en estufa de cultivo a 37 °C durante 24 horas, al no
observarse colonias sospechosas de SGB, durante este plazo la incubacion se
prolongé por otras 24 hs adicionales. Al mismo tiempo todos los hisopos fueron
colocados en un caldo Todd-Hewitt suplementado con 15 ug/ml de acido nalidixico y
colistina 10 pg/mL e incubaron. Luego de 24 hs se realizaron subcultivos en agar
cromogénico chromID Strepto B y se observaron las placas tras una incubacién de 24
hs. Las placas que resultaron negativas fueron incubadas por 24 hs mas. A las
colonias sospechosas se les realizd coloracién de Gram y prueba de catalasa para
determinar que se trataran de cocos grampositivos y que dieran negativa la prueba de
la catalasa; adicionalmente se realizaron las pruebas de crecimiento en bilis e
hidrolisis de esculina y por ultimo la prueba de CAMP en agar sangre de carnero
utilizando S aureus ATCC 25923.



Analisis de los resultados

Se calculo el porcentaje de resultados positivos obtenidos para los 2 tipos de muestras
(vaginales y ano-rectales) y se compararon los resultados obtenidos a partir del cultivo
directo en agar cromogénico y el indirecto, con cultivo previo en caldoTodd-Hewitt y

subcultivo en agar cromogénico.

Resultados

Sobre las 100 mujeres estudiadas, en 17 se aislé6 SGB a partir de uno o ambos tipos
de muestras, resultando en una prevalencia de portacion del 17%.

Considerando los cultivos que se hicieron directamente en el agar cromogénico, a las
24 horas se obtuvieron 6 muestras positivas para exudados vaginales y 7 positivas
para hisopados ano-rectales y posterior a las 48 horas de cultivo, se obtuvo un total de
11 muestras vaginales y 13 ano-rectales positivas.

Luego de la incubacion en caldo Todd-Hewitt y posterior subcultivo en agar
cromogeénico, se obtuvieron 15 resultados positivos en exudados vaginales y 17 en
hisopados ano-rectales.

Comparando las dos técnicas de cultivo se logré detectar un incremento del 4% de
muestras positivas aplicando el cultivo indirecto en caldo Todd-Hewitt subcultivado en
agar cromogénico en comparacion al cultivo directo en agar cromogénico para ambos

tipos de muestras (vaginales y ano-rectales), segun se muestra en el grafico 1.

Grafico 1: Muestras positivas segun el origen y método de cultivo
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Abrev. S/E: sin enriquecer; C/E: con enriquecimiento

Discusidn

Los GBS son cocos Gram positivos que forman parte de la flora normal del intestino,
desde donde colonizan el tracto genital, aspecto de gran interés en las mujeres
embarazadas por la posibilidad de transmision al recién nacido durante el trabajo de
parto [1].

El porcentaje de colonizacion depende del grupo étnico, area geografica y de la edad,
y se determind en diferentes estudios epidemiolégicos que entre el 10-30 % de las
mujeres embarazadas estan colonizadas en su tracto genital y en el area ano-rectal
[4,13,14].

Se estima, ademas, que la tasa de transmision vertical es de 50% vy, de éstos recién
nacidos colonizados, el 1-2% desarrolla infeccion clinica, que suele manifestarse en
las primeras horas de vida (0 aun después de los siete dias de vida) como neumonia,
sepsis 0 meningitis, con una mortalidad cercana al 10%, ademas existe el riesgo de
dejar secuelas como; alteraciones visuales, auditivas e incluso mentales [6,15]
También en la mujer, el Streptococcus agalactiae puede producir infecciones durante
el embarazo y puerperio, causando endometritis post-parto, infeccién urinaria,
infeccion de la herida quirdrgica post-cesarea, pero en si es raro que produzca
sintomas definidos. Por eso es necesario identificar el estado portador de EGB en
muestras genitales de mujeres embarazadas ya que la mayoria de las infecciones
neonatales se pueden prevenir a tiempo cuando el riesgo de transmision al recién
nacido es elevado [9].

Segun la bibliografia internacional, la prevalencia de S. agalactiae en este grupo de
mujeres se encuentra entre el 10% y el 40%; en Argentina oscila entre el 5% y el 18%;
los resultados obtenidos en esta investigacion fueron de 17% para muestras ano-
rectales, encontrandose dentro de los rangos estadisticos ya reportados.

En el escenario clinico, una cuestion critica es el tiempo necesario para obtener
resultados fiables de los cultivos, que es de 48 horas cuando se utilizan los métodos
recomendado por CDC. El trabajo de parto prematuro y ruptura prematura de las
membranas son situaciones de alto riesgo para la sepsis precoz, para los que es
adecuada la profilaxis antibidtica intraparto, para estos casos las pruebas de

identificacion rapida serian mas adecuadas, ya que dan resultados fiables e



inmediatos, evitando la prescripcion innecesaria de antibioticos, para lo cual el cultivo
en caldo Todd- Hewitt es de alta sensibilidad [16].

El caldo selectivo Todd Hewitt es conocido como Gold Standard o test de referencia al
considerarse la mejor alternativa diagndstica existente para estudiar e identificar la
sensibilidad, especificidad y los valores predictivos de procesos infecciosos. Desde el
afo 1996, es el medio recomendado por el Center for Disease Control and Prevention
(CDC) para detectar estreptococos del grupo B en muestras genitales de mujeres
embarazadas. En este medio de enriquecimiento selectivo, se logra que la
recuperacion de Streptococcus agalactiae, aumente hasta un 50 %, disminuyendo las
probabilidades de falsos negativos, mientras que la flora acompanante es inhibida por
los antimicrobianos [1,17].

Asi mismo, en 1996 el CDC, la American Academy of Pediatrics, y el American
College of Obstetricians and Gynecologists, publicaron recomendaciones para la
prevencion de la infeccion neonatal por EGB, las cuales contemplan dos posibles
estrategias: la primera es la realizacion de cultivos vagino-rectales en todas las
mujeres embarazadas, entre las semanas 35 a 37 de gestacioén, para la deteccién y
portacién anogenital de GBS, a las que se les administra profilaxis antibidtica
intraparto, y la segunda es la profilaxis empirica a todas las gestantes que presenten
factores obstétricos de riesgo [1,11,13,18].

El hecho de recomendar el test de screening para GBS en mujeres embarazadas,
entre las semanas 35 a 37 de gestacion, se debe a que la portacion es impredecible, y
cuanto mas cercano al parto se realice, mayor sera la correlacion con el status
intraparto. Estudios previos revelan que usando el caldo selectivo recomendado por el
CDC para muestras vaginales y ano-rectales, solo el 7,4% de las mujeres con cultivo
negativo en la semana 26 y 28 de gestacion eran portadoras de S. agalactiae al
momento del parto. Los datos de mas de 5000 mujeres las cuales tuvieron cultivos
prenatales para GBS, indican que el 88% de los nifios que desarrollaron enfermedad
por este patégeno nacieron de madres identificadas prenatalmente como portadoras
[1,10,17].

En la mayoria de las investigaciones donde se compara el subcultivo en agar sangre y
agar cromogeénico, se observa mayor sensibilidad en este ultimo, donde las diferencias
son estadisticamente significativas. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se
revisa el medio de cultivo para verificar si existe crecimiento de colonias sugestivas de
Streptococcus agalactiae, las cuales en el agar sangre son de un color gris brillante y

con [B-hemdlisis aunque esta es menos intensa que las observadas en los



Streptococcus Grupo A, e incluso puede llegar a estar ausente; en los agares
cromogeénicos las colonias adquieren un color de acuerdo a la composicion especifica
del medio, de no observarse colonias sospechosas el medio se reincuba por otras 24
horas [13].

Como se senal6 anteriormente, es importante tener en cuenta que el aislamiento de S.
agalactiae en los controles prenatales depende del sitio de busqueda, del uso de
medios selectivos y de enriquecimiento para procesar los cultivos ademas del numero
de las semanas de gestacion. este trabajo experimental se llevo a cabo siguiendo las
instrucciones del CDC, cultivando las muestras en un caldo selectivo, como el
caldoTodd-Hewitt suplementado con colistina (10ug/ml) y acido nalidixico (15 pg/ml).
Es importantes cultivar los caldos durante 18-24 horas a 35 °C en atmésfera aerdbica
0 con 5% de CO,; luego se deben subcultivar en placas con agar sangre de carnero
(agar tripticasa soya con 5% de sangre desfibrinada de carnero), las cuales se deben
inspeccionar a las 24 horas y, si no se observan colonias sospechosas de S.
agalactiae, se vuelven a incubar durante 24 horas adicionales [19].

Si bien, el medio selectivo Todd-Hewitt al ser enriquecido con colistina y acido
nalidixico, inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas y tiene una mayor
sensibilidad en comparacion con otros medios no selectivos como agar sangre
Posteriormente la identificacion final de GBS en todas las muestras se realizd por la
prueba CAMP, las cepas beta-hemoliticas, son aquellas que producen una hemolisis
total de los glébulos rojos, observandose como un halo transparente alrededor de las
colonias [8].

En concordancia a lo mencionado precedentemente, en el presente trabajo es un 4%
mas de resultados positivos al usar un enriquecimiento previo en caldo Todd-Hewitt
suplementado con antibiéticos a la vez que, también en concordancia con
publicaciones previas, el hisopado ano-rectal presentd mejor rendimiento que el

exudado vaginal solo.



Conclusiones

La prevalencia de SGB en muestras de embarazadas fue elevada en la poblacion
estudiada, y se ubicé dentro del rango informado para nuestro pais

Las muestras previamente enriquecidas en caldo de Todd-Hewitt selectivo resultd
ser hasta un 4% mas eficiente que el método de cultivo directo en agar
cromogeénico, este método resulta ser recomendable siempre y cuando se incube
hasta 48 horas antes de descartar el material como negativo y se siembren tanto la

muestra rectal como la vaginal.
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