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RESUMEN

Streptococcus agalactiae (GBS) es una bacteria beta hemolitica y gram positiva
causante de enfermedades invasivas, sepsis y meningitis en neonatos, infantes,
mujeres embarazadas y adultos inmunologicamente comprometidos. El método
de diagnostico ‘gold standard’ consiste en el cultivo de la muestra y posterior
identificacion morfologica. Los métodos de tratamiento y/o profilaxis utilizados
para tratar las infecciones con GBS consisten en la administracion de penicilina
y ampicilina con clindamicina y eritromicina como tratamientos alternativos en
caso de anafilaxis. El presente estudio se enfoca en el desarrollo de un método
de deteccidn rapida para Streptococcus agalactiae mediante la amplificacidén por
PCR del gen scpB, con controles negativos de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, asi como el analisis de susceptibilidad a agentes
antimicrobianos complementado con la amplificacién por PCR de los genes de
resistencia mreAy ermB. Se analizaron 132 muestras provenientes de diferentes
tejidos o fluidos de pacientes previamente diagnosticados con infeccion y/o
colonizacion por GBS tomadas desde el afo 2012 hasta el afo 2016. Se
comprobd la efectividad del gen scpB para la identificacion de S. agalactiae con
un porcentaje de sensibilidad del 96%. Ademas, se determiné que el gen ermB
se encuentra mas relacionado a la resistencia a eritromicina y al fenotipo de
resistencia cruzada MLSg, que el gen mreA. A pesar de que los fenotipos de
resistencia a eritromicina y clindamicina no presentaron una variacion
estadisticamente significativa entre si (p=0.21) durante el periodo de tiempo
considerado, si se comprobd el inminente incremento en la resistencia
presentada por S. agalactiae a estos antibiéticos. Se concluye entonces que el
gen scpB puede ser utilizado como factor de deteccion para GBS
independientemente del tipo de muestra que se analice. Igualmente, se
recomienda realizar pruebas de susceptibilidad previa la dosificaciéon de
eritromicina o clindamicina a pacientes infectados. Dado que la resistencia a
estos compuestos se codifica en elementos moviles, se establece que este

fenotipo se vera incrementado con el paso del tiempo.



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae (GBS) is a beta hemolytic and gram positive bacteria
causing invasive diseases, sepsis and meningitis to neonates, infants, pregnant
women and immunologically compromised adults. The ‘gold standard’ diagnostic
method consists on sample culture and subsequent morphologic identification.
The treatment and/or prophylactic methods for GBS infections are based on
dosage of penicillin and ampicillin or erythromycin and clindamycin as alternative
treatments in case of anaphylaxis. This project focuses on the development of a
rapid detection method for Streptococcus agalactiae by PCR amplification of the
scpB gene with samples of Staphylococcus aureus and Escherichia coli as
negative controls, as well as susceptibility analysis to antimicrobials
complemented by the PCR amplification of resistance genes mreA and ermB.
132 samples from different human tissues or fluids belonging to patients
previously diagnosed with infection or colonization by GBS from 2012 to 2016,
were analyzed. Effectivity of the scpB gene for S. agalactiae identification was
proven with a sensitivity percentage of 96%. Furthermore, it was determined that
the ermB gene is more related to both the erythromycin resistance and the cross-
resistance MLSg phenotype, than the mreA gene. Even though the resistance
phenotypes to erythromycin and clindamycin did not show a statistical
significance variance (p=0.21) within the time considered in this investigation, the
undeniable increasing resistance to both antibiotics was well proven. It can
therefore be concluded that the scpB gene can be used as a detection factor for
GBS independently of the sample treated. It is also recommended to run
susceptibility tests before an infected patient is dosed with erythromycin or
clindamycin. Given that the resistance to these compounds are coded in mobile
elements, it can be established that this phenotype will continue to increase with

time.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

Streptococcus agalactiae es el nombre cientifico del Streptococcus beta
hemolitico del Grupo B que generalmente se abrevia GBS. Es uno de los
microorganismos bacterianos asociados con el desarrollo de sepsis y meningitis
en infantes y neonatos (Carlin et al., 2009). La primera descripcion fue realizada
por Nocard y Mollerau en el afio de 1887 y relacionaba la bacteria con el
desarrollo de mastitis bovina (Barton, Feigin, & Lins, 1973). Basandose en esta
descripcion, en 1934 los investigadores Rebecca Lanceflied y Ronald Here,
pertenecientes al equipo del Instituto Médico del Hospital Rockefeller en Nueva
York, presentaron la primera diferenciacion serologica utilizando el método de
reacciones de precipitina en cepas patogénicas y no patogénicas. Las pruebas
fueron desarrolladas en conejos y ratones. Como resultado de la investigacion,
se establecio una clasificacidn de seis divisiones serologicas nombradas desde
A hasta G respectivamente (Lancefield & Hare, 1935). Sin embargo, no fue hasta
1938 que por primera vez se relaciond a Streptococcus agalactiae con

enfermedades humanas severas.

En 1973, los investigadores Barton, Feigin y Lins establecieron la asociacion del
Streptococcus beta hemolitico del grupo B con el desarrollo de sepsis neonatal,
que en ese afno presentaba una tasa de mortalidad del 55% unicamente en
Estados Unidos. Durante 1977, Bohnsack pudo comprobar, usando muestras
clinicas, que el desarrollo de infecciones tempranas a causa de Streptococcus
agalactiae podia ser prevenida mediante la administracion de antibidticos
durante el parto a mujeres que tuvieran riesgo de transmision vertical. En 1996
el Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos (ACOG) por sus siglas en
inglés, y la Academia de Pediatras (AAP) presentaron recomendaciones oficiales
para la realizacion de profilaxis a base de antibidticos con penicilina durante el
parto con el fin de prevenir el fendmeno de transferencia vertical (Dermer, Lee,
Eggert, & Few, 2004).



En 1998 nuevos estudios epidemiolégicos demostraron la capacidad de las
cepas de Streptococcus agalactiae para causar endometritis puerperal materna
independientemente de su clasificacion serologica. Sin embargo, también se
determind que el serotipo tres era el causante mas comun de la meningitis infantil
(Bhushan, Bascom, & Carl, 1998). Durante el siguiente afio, el grupo cientifico
de Lachenauer estudié los polisacaridos capsulares tipo especificos (CPS).
debido a su capacidad para inhibir el proceso de opsonofagocitosis aumentando
la patogenicidad (Lachenauer et al., 1999). En el 2001, establecié una nueva
clasificacion serolégica, con ocho grupos diferentes (I- VIIl) y una sub-

clasificacion del serotipo | en la, Ib y la/c (Dermer et al., 2004).

En el 2004, se analizé la resistencia de Streptococcus agalactiae en doscientas
muestras de Streptococcus agalactiae obtenidas de hisopados vagino-rectales
de mujeres embarazadas. Como era esperado, el estudio comprobd la
susceptibilidad de todas las muestras de a penicilina y vancominica con cierto
grado de resistencia a tetracicilina. Sin embargo, también se encontr6 que todas
las muestras eran resistentes a eritromicina y un 6% presentaba resistencia
combinada a eritromicina y clindamicina (Heelan, Hasenbein, & McAdam, 2004).
En el mismo afo, el grupo cientifico de Dmitriev publicé un estudio con una
propuesta de diagndstico clinico basado en la amplificacién por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) del gen scpB, el cual codifica para la peptidasa
Cb5a que actua como un factor de virulencia (Dmitriev, Suvorov, Shen, & Yang,
2004).

Un afio después, Rafael Duarte y sus colaboradores de la Universidad Federal
de Rio de Janeiro estudiaron la distribucion de los genes relacionados tanto a la
resistencia a antibiéticos como los relacionados con los factores de virulencias
en muestras bovinas y humanas de forma simultdnea. Corroborando las
investigaciones previas, se confirmoé que todas las cepas de Streptococcus
agalactiae presentaban resistencia a tetracicilina y el 8.5% presentaban
resistencia a eritromicina. El analisis molecular llevado a cabo por PCR,
demostrd que los genes tet(M), erm(A) y mreA relacionados con la resistencia a



antibidticos y los genes bca, Imb y scpB codificantes para los factores de
patogenicidad eran comunes en las cepas de origen humano (Duarte, Bellei,
Miranda, Brito, & Teixeira, 2005).

En 2007, se publicd un nuevo estudio que utilizaba el método de PCR a tiempo
real para la deteccion y amplificacion de los genes sip y cylE codificantes para
los factores de virulencia: proteina inmunogénica de superficie y Beta Hemolicina
respectivamente (Bergseng, Bevanger, Rygg, & Bergh, 2007). Cuatro afos mas
tarde, se publicé una investigacion basada en el analisis de susceptibilidad de
Streptococcus agalactiae a eritromicina y clindamicina, el cual fue realizado en
el territorio australiano bajo la sospecha del incremento de la resistencia a los
dos agentes antibidticos, a nivel global. Si bien se encontré muestras que
presentaban resistencia a los dos compuestos antibidticos, se establecié que no
existia diferencia estadisticamente significativa en el incremento de la resistencia
a macrolidos entre 1982- 2001 y 2002- 2006 (Garland et al., 2011).

En 2013 se publicé un estudio combinado de identificacion de tipos capsulares,
genotipaje y suceptibilidad antimicrobiana en muestras de obtenidas a partir de
pacientes en edad reproductiva. El estudio reportdé la presencia de cepas
pertenecientes a los grupos serologicos la, Il, Il y V y una de las muestras
clasificada como no tipificable. Ademas, se reportd y confirmo la susceptibilidad
de todas las muestras analizadas a penicilina, ampicilina, cefepina, cefotaxima,
cloranfenicol, levofloxacina y vancomicina pero, al igual que en estudios previos,
se reporto cierto grado de resistencia a eritromicina y clindamicina (Otaguiri et
al., 2013). Un afio mas tarde, el grupo cientifico de Landwehr publicé un estudio
sobre la interaccion entre Streptococcus agalactiae y la respuesta inmune celular
innata durante un cuadro clinico de colonizacidn que relevo los procesos iniciales

de infeccion (Landwehr & Henneke, 2014).

En el mismo afo, Crespo y colaboradores publicaron un estudio sobre las
tendencias emergentes realizado con muestras de Streptococcus agalactiae

invasivas y no invasivas recopiladas por diecisiete afos. Esta investigacion



concluyo que las infecciones neonatales causadas por este microorganismo han
incrementado considerablemente con el paso del tiempo. Asi mismo, se
presento un incremento progresivo en la resistencia a eritromicina y clindamicina
ademas de la aparicion de muestras no susceptibles a penicilina (Crespo,
Castarneda, Recalde, & Vélez, 2014a).

1.2 Planteamiento del problema

El Streptococcus agalactiae es el causante principal de enfermedades invasivas,
infecciones y sepsis en neonatos, ancianos y pacientes inmunolégicamente
comprometidos. A pesar de los avances en los tratamientos y prevencion de las
infecciones, el desarrollo de enfermedades neonatales, asi como el desarrollo
sepsis y meningitis a causa de este microorganismo representan un factor
preocupante para la salud publica a nivel global. Razén por la cual, la
investigacion de nuevas técnicas de diagndstico y terapia es necesario
(Nuccitelli, Rinaudo, & Maione, 2015).

Las estadisticas estiman que al menos una de cada cuatro mujeres en estado
de gestacion es portadora de Streptococcus agalactiae en vagina y/o recto. Es
por esto, que todas las mujeres gestantes deben someterse a un analisis clinico
con el fin de prevenir la transferencia del microorganismo al neonato. Incluso asi,
se estima que al menos un tercio de los casos clinicos ocurren en neonatos que
tienen de 24 a 48 horas de edad. Es importante recalcar que el riesgo mortal a
causa de infecciones es dos veces mayor en infantes mayores que en neonatos.
A pesar de la existencia de métodos de profilaxis y tratamiento, al menos un 20%
de las infecciones totales resultan en muerte. De ese porcentaje, se estima que
al menos el 65% de las muertes ocurren en neonatos que pesan menos de 2500
gramos (Kothari et al., 2009). En pacientes adultos, el microorganismo puede
generar bacteriemia, presentada en el 0.03% de los casos en mujeres gestadas,
infecciones en tejido blando, endocarditis, osteomelitis y neumonia. Sin
embargo, en estos casos las infecciones suelen resultar fatales en pacientes

inmunodeprimidos, de tercera edad o con antecedentes de diabetes, cancer y/o



alcoholemia (Centers for Disease Control and Prevention, 2012). En pacientes
que superan los sesenta y cinco afos de edad, la tasa de mortalidad a causa de
infecciones invasivas es mayor en un 10% a la tasa de mortalidad estimada en

neonatos (Nuccitelli et al., 2015).

Se estima que anualmente se producen al menos 26 500 infecciones severas
unicamente en Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention,
2016b). Se ha determinado que, en la zona del Reino Unido, comprendida por
Gales, Inglaterra e Irlanda del Norte, la tasa de infecciones es de 0.44 por cada
mil nacimientos vivos. Cifra que representa un incremento del 19% con respecto
a los datos de los casos clinicos presentados en el afo 2003 (Group B Strep
Support. GBSS, 2015).

En América Latina, por otro lado, estudios realizados en Argentina hasta el afo
2004 reportaron una incidencia del 5 al 18% de mujeres embarazadas
portadoras. También, se reportaron tasas de colonizacion del 50 al 70% de
neonatos cuando no se habian tomado medidas para la prevencién de la
transferencia vertical durante el parto. Los datos en Argentina establecieron la
tasa infectiva entre 0.3 a 0.6 infantes por cada mil nacimientos vivos. Estas cifras
que coinciden con el rango de 0.44 infantes por cada mil nacimientos vivos
reportados en la zona de Reino Unido en el afio 2015. El indice de mortalidad en
Argentina fue establecido en un rango del 5 al 20% de los pacientes infectados,
a pesar de que algunos reportes indicaban cifras del 13 al 50% en infantes
infectados (Galarza et al., 2004). En Chile, la Guia Perinatal de la Subsecretaria
de Salud Publica de la nacion implementoé la recomendacion de un examen de
cultivo perianal entre las semanas 35 a 37 del periodo de gestacion
(Subsecretaria de Salud Publica, 2015).

En Ecuador, una investigacion realizada en el afio 2008 report6 un 13.15% de
colonizacion por Streptococcus agalactiae en muestras vagino- rectales de
mujeres embarazadas, con la mayoria de datos positivos encontrados en

mujeres menores a los cuarenta anos. Esta cifra result6 mayor al dato reportado



en el 2002 en un estudio realizado en la ciudad de Quito, el mismo que indicé un
10% de colonizacién en mujeres embarazadas a las 38 semanas de gestacion
(Ortiz & Bazante, 2008). Al igual que en Chile, el Ministerio de Salud Publica de
Ecuador recomienda realizar analisis clinicos en mujeres gestantes que se
encuentren entre las semanas 35 a 37 de embarazo (Ministerio de Salud Publica
de Ecuador, 2015).

A pesar de los progresivos avances en las areas de microbiologia y biologia
celular, el método de diagndstico aun consiste en el cultivo de la muestra en
medios enriquecidos y pruebas bioquimicas (Group B Strep Support. GBSS,
2015b). Es por esto, es reconocido como ‘gold standard’. Sin embargo, este
método requiere de al menos doce horas de incubacién a 35°C en equipos libres
de contaminacion externa, medios selectivos y un alto nivel de conocimiento por
parte del analista que esta realizando la prueba de deteccion. Es asi, que la
prueba de diagnostico para la bacteria puede tomar un tiempo estimado de uno
a tres dias (De Paris et al., 2011). La combinacion de estos factores hace que el
meétodo sea propenso a errores y por ende a entregar resultados falsos negativos
o falsos positivos que pueden resultar problematicos para el paciente o para el

feto en caso de que la prueba sea realizada en una mujer embarazada.

El método de profilaxis o tratamiento para pacientes diagnosticados consiste en
la dosificacion de penicilina o ampicilina seguido de cefalosporinas de primera
generacion y vancomicina. No existen reportes de resistencia por parte de
Streptococcus agalactiae a estos antibidticos, pero si se ha reportado la
aparicion de sensibilidades intermedias y reducciones en las concentraciones
minimas inhibitorias. Para los pacientes infectados que presentan alergia y/o
resistencia a penicilina, existe el tratamiento alternativo que consiste en la
dosificacion de eritromicina o clindamicina (Bolukaoto et al., 2015). Sin embargo,
existen varios reportes que indican un aumento progresivo en la resistencia a
eritromicina y a clindamicina (Garland et al., 2011) fendmeno que pone en riesgo
la efectividad de este tratamiento. El presente proyecto pretende establecer un
meétodo de deteccion rapida y eficaz para Streptococcus agalactiae, asi como



proponer un posible mejoramiento en el tratamiento establecido para pacientes

con cuadros clinicos.

1.3 Objetivo general

Desarrollar un método de deteccion rapido para Streptococcus agalactiae
mediante la amplificacion del gen scpB asi mismo como los genes ermB'y mreA
codificantes para los factores de resistencia mediante la aplicacion de la técnica

de reaccion en cadena de la polimerasa.

1.4 Objetivos especificos

e |dentificar el gen scpB en muestras clinicas de Streptococcus agalactiae
mediante amplificacién especifica por PCR.

e Identificar los genes ermB y mreA codificantes para factores de
resistencia en muestras clinicas de Streptococcus agalactiae mediante
amplificacion especifica por PCR.

e Establecer una comparacion fenotipo/genotipo en relacion a la
resistencia desarrollada por parte de Streptococcus agalactiae a

antibioticos.

1.5 Justificacion

Se ha de descrito a Streptococcus agalactiae como uno de los microorganismos
frecuentemente relacionados con el desarrollo de enfermedades invasivas e
infecciones severas no solo en neonatos e infantes, sino también en personas
adultas y mujeres embarazadas. Los pacientes colonizados no presentan
sintomas o molestias, sin embargo, la naturaleza de patdégeno oportunista que
caracteriza a la bacteria representa un riesgo importante para todos los

pacientes portadores asintomaticos.



Se ha podido comprobar que entre el 10 al 35% de mujeres embarazadas son
portadoras de este microorganismo, el cual se encuentra presente en la flora
bacteriana vaginal y/o rectal. Los infantes que nacen de mujeres colonizadas
tienen un alto riesgo de desarrollar una enfermedad invasiva, que puede
presentarse como sepsis, meningitis 0 neumonia, causada por la exposicion que
el neonato ha tenido al microorganismo durante el embarazo y el parto. Cabe
recalcar, que los pacientes adultos colonizados también tienen probabilidad de
desarrollar infecciones o enfermedades invasivas a causa de la bacteria
(Shabayek, Abdalla, & Abouzeid, 2010). Por lo cual surge la necesidad de
establecer un método de deteccion rapido, efectivo y eficaz que pueda identificar
la presencia de Streptococcus agalactiae en diferentes tipos de tejidos, fluidos

y/o secreciones humanas.

Los métodos de diagndstico basados en biologia molecular son cada vez mas
utilizados y aceptados a nivel mundial para la identificacion de diferentes cuadros
clinicos, principalmente aquellos que se han originado a causa de un
microorganismo patogeno. Es asi que la reaccion en cadena de la polimerasa o
PCR es una excelente opcion para la deteccidn y consecuente diagndstico de
Streptococcus agalactiae presentando varias ventajas por sobre el método de
diagnostico a base de cultivo. A diferencia del método en base de cultivo que
requiere de disponibilidad de medios selectivos, tiempo de incubacion por al
menos 12 horas a 35°C en equipos libres de contaminacion externa y un alto
grado de experiencia y reconocimiento por parte del analista que realiza la
prueba diagndstica, la PCR solo utiliza la identificaciéon de un gen, y en casos
especiales, la talla del gen que se ha amplificado, para confirmar la presencia de
Streptococcus agalactiae independientemente del tipo de muestra se esté

analizando.

La PCR debe ser complementado con estudios centrados en los métodos de
profilaxis y tratamiento existentes para combatir las infecciones. EI método
principal de profilaxis para mujeres embarazadas consiste en la dosificacién de
antibioticos, principalmente penicilina, durante el parto. Los pacientes que se



encuentran colonizados o que han desarrollado una infeccién también son
dosificados con penicilina como primera opcion. Una alternativa consiste en la
dosificacion de eritromicina o clindamicina para pacientes que tienen alergia y/o
resistencia a penicilina. Sin embargo, los reportes investigativos sobre el
incremento progresivo en la resistencia a los dos compuestos antibioticos
representan un riesgo para todos los pacientes colonizados o infectados. La
evaluacion de los efectos de diferentes compuestos antibidticos sobre
Streptococcus agalactiae es un importante aporte tanto tedrico como practico
para la comunidad cientifica y médica.

Estas investigaciones posibilitan la identificacion de colonias resistentes
presentes en el territorio ecuatoriano. Este estudio permite realizar
comparaciones con estudios previos, sobre la resistencia de GBS a agentes
antibioticos en otras regiones geograficas. También es un aporte para mejorar la
eficacia del tratamiento prescrito por los médicos tratantes.

La presente investigacion beneficiara ya sea directa o indirectamente a tres
grupos diferentes: la comunidad cientifica global, latino americana y ecuatoriana.
La comunidad médica se vera beneficiada por el avance en el método de
deteccion para Streptococcus agalactiae asi mismo, como el posible
perfeccionamiento del método de tratamiento establecido para pacientes
colonizados o infectados. Finalmente, se vera beneficiada la comunidad de
pacientes colonizados o infectados, independientemente de su género o edad,
con un método mas seguro, eficiente y sensible para el diagndstico de GBS en

diferentes muestras de origen humano.
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2. Marco teoérico

2.1 Streptococcus agalactiae

2.1.1 Generalidades

Streptococcus agalactiae pertenece al reino bacteria, filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden Lactobacillales y familia Streptococcaceae (Facklam, 2002). Se
caracteriza por ser una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva dispuesta
en forma de diplococos. Originalmente fue asociada con la enfermedad de
mastitis bovina hasta que fue descrita como patégeno humano en el ano de 1930
(Elbaradie, Mahmound, & Farid, 2009). Es el unico especie de estreptococos que
contiene el antigeno Lancefield grupo B, razon por la cual, la bacteria también
es conocida como Streptococcus beta hemolitico de Grupo B abreviado o GBS
(Sendi, Johansson, & Norrby-Teglund, 2008).

Este microorganismo actua como un patégeno oportunista siendo capaz de
causar enfermedades en neonatos, mujeres embarazadas y adultos no
gestantes. Fue descrito por primera vez como un factor de impacto en la
medicina materno- fetal en la década de 1970 pudiendo manifestarse en cuadros
clinicos de meningitis, neumonia, septicemia e infeccion tanto al tejido blando
como al tejido 6seo (Burnham & Tyrrell, 2003). Desde entonces, se han
reportado mas de siete mil quinientos casos de sepsis y meningitis causados por
GBS anualmente, generando un gasto de al menos $350 millones (S Schrag,
Fulz-Butts, & Schuchat, 2002). También se ha descrito como bacteria ubicua de
los tractos gastrointestinal y genitourinario de adultos sanos, especialmente

mujeres (Crespo, Castafieda, Recalde, & Vélez, 2014b).

Originalmente, se identificaron nueve serotipos de GBS: Ia, Ib, Il, I, IV, V, VI,
VII, VIl utilizando la precipitacion capilar basada en antigenos capsulares como
principal método para la diferenciacion seroldgica. Sin embargo, en 2007 se
presentd un reporte para la introduccion de un décimo serotipo (IX) (Slotved,
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Kong, Lambertsen, Sauer, & Gilbert, 2007). Cada serotipo descrito es antigénica

y estructuralmente unico (Johri et al., 2013).

2.1.2 Epidemiologia

A pesar de que Streptococcus agalactiae afecta principalmente a neonatos y/o
infantes, las infecciones y enfermedades causadas por esta bacteria también
pueden desarrollarse en personas adultas independientemente de su género o
grupo de edad (Centers for Disease Control and Prevention, 2016a). Sin
embargo, cuando se trata de neonatos, esta bacteria puede generar infeccion
temprana e infeccion tardia. Se conoce como infeccion temprana al desarrollo
de sepsis que ocurre durante los primeros seis dias de vida, mientras que la
infeccidn tardia hace referencia a las infecciones que se desarrollan entre los

siete y noventa dias de vida del neonato (Madhi et al., 2013).

Los primeros lineamientos para la prevencion del desarrollo de enfermedades
perinatales causados por Streptococcus agalactiae fueron presentados en 1996.
La primera consistia en la realizar examenes clinicos para la deteccion prenatal
de colonizacion por este microorganismo y en caso de obtener resultados
positivos hacer una profilaxis intra-parto. La segunda recomendacion consistia
en administrar el método de profilaxis intra-parto Unicamente a mujeres que
presentaran uno o varios factores de riesgo obstétrico durante las fases

culminantes del embarazo (Stephanie Schrag & Verani, 2013).

Desde la implementacion de estas recomendaciones, los indices de incidencia
de las infecciones tempranas invasivas causadas por S. agalactiae se redujeron
considerablemente. Sin embargo, la aplicacion del método de profilaxis intra-
parto no tuvo ningun efecto en la incidencia de infecciones tardias causadas
(Figura 1) (Stephanie Schrag & Verani, 2013).

El método de profilaxis intra-parto ha sido clave en la reduccion del desarrollo de
infecciones tempranas en neonatos de 1.8 por cada mil nacimientos (1990) a
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0.35 por cada mil nacimientos vivos (2003). Incidencia que no se ha sido alterada

considerablemente desde entonces (Lin et al., 2011).
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Figura 1. Incidencia de infecciones tempranas e infecciones tardias causadas
por Streptococcus agalactiae en Estados Unidos. 1990 -2010.
Tomado de Schrag, S. Verani, J., 2013

Al igual que otras bacterias de la flora vaginal, Streptococcus agalactiae puede
causar infecciones mientras el bebé aun se encuentra en el vientre y por lo tanto
provocar el nacimiento de un nifio muerto. Debido a que puede habitar en el
liquido amnidtico y de ahi trasladarse dentro de los pulmones y/o al torrente
sanguineo del feto causando su muerte. Sin embargo, esto es poco comun
cuando existen infecciones por el microorganismos en cuestion dado a que la
muerte fetal es mas frecuentemente causada por otros factores como defectos
genéticos o problemas ginecolégicos (Steer, McCartney, Bedford-Russell, &
Cox, 2012).

Se estima que aproximadamente un 50% de la poblacion femenina se encuentra

colonizada por S. agalactiae, aunque también se la puede encontrar en el tracto
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gastrointestinal. Se ha descrito a esta bacteria como un colonizador asintomatico

de la uretra tanto en hombres como en mujeres (Johri et al., 2013).

La incidencia de infecciones causadas por Streptococcus agalactiae en personas
adultas es significativamente menor a la incidencia de infecciones desarrolladas
en neonatos por el microorganismo en cuestion. Estas infecciones generalmente
solo ocurren cuando el paciente presenta un cuadro clinico correspondiente a
diabetes, cancer o inmunosupresién. En la region de Irlanda del Norte, estudios
hasta el 2009 reportan una incidencia de 9.90 casos por cada cien mil habitantes
mayores a los setenta y cinco afios de edad (Figura 2) (Health Protection Agency,
2010).
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Figura 2. indices especificos por edad de bacteriemia causada por
Streptococcus agalactiae: Inglaterra, Gales e Irlanda del Norte, 2009.

Tomado de Health Protection Agency, 2010

A principios de la década de los noventa, tres estudios de vigilancia llevados a
cabo en Estados Unidos reportaron un incremento de 2.4 a 4.4 casos por cada
cien mil habitantes en la incidencia de enfermedades causadas por GBS invasivo
en relacién a las dos décadas previas. Tres afos después, también se reportaron
incrementos en la incidencia de enfermedades en hospitales. Los datos iniciales
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se concentraban en 0.53 por cada mil admisiones en los afios de 1993 a 1994
con un incremento a 0.96 por cada mil admisiones en los afios de 1999 a 2000.
Los casos de bacteriemia también se vieron incrementados de 0.15 a 0.42 casos
por cada mil admisiones en el mismo periodo de tiempo considerado en el

estudio previo (Blancas et al., 2004).

En el caso de adultos no gestantes, entre los afos 1990 y 2007 la incidencia de
enfermedades causadas por el microorganismo se vio duplicada pasando de 3.6
por cada cien mil personas en 1990 a 7.3 por cada cien mil personas en 2007.

Los cuadros clinicos mas comunes causados por la bacteria en pacientes
adultos no gestantes hasta 2009 fueron: bacteriemia sin foco infectivo con un
indice del 39.3% de los casos totales, infecciones de tejido blando e infecciones

dérmicas el 25.6% seguido por neumonia con el 12.6% (Skoff et al., 2008).

En paises sub-desarrollados como China y Brasil, se reconoci6 a Streptococcus
agalactiae como un factor principal en el desarrollo de enfermedades neonatales
durante la década de 1970. Este con el consiguiente método de tratamiento para
pacientes infectados lograron reducir la tasa de mortalidad del 20 o 50% al 5%.
Aunque también se ha reportado un incremento en la incidencia, de 3.5 por cada
100 000 habitantes en el afilo de 1999 a 5.0 por cada 100 000 habitantes en el
ano 2005, de las enfermedades invasivas causadas por Streptococcus
agalactiae en adultos mayores a sesenta y cinco afios de edad (Phares et al.,
2008). Sin embargo, en paises en vias de desarrollo como India y Brasil el patron
de infecciones causadas por Streptococcus agalactiae no es clara ni se ha sido
correctamente descrita, por lo que es necesario estudiar la distribucion,
incidencia y prevalencia de las enfermedades causadas por Streptococcus
agalactiae con el fin de establecer un plan de intervencion en contra de las
mismas (Johri et al., 2013).
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2.1.3 Transmisidén y factores de riesgo

El Streptococcus beta hemolitico del grupo B es una bacteria comunmente
encontrada en hombres y mujeres de todas las edades. Las personas que se
encuentran colonizadas por GBS son llamadas portadoras y se refiere al estado
en el que la bacteria se encuentra en el organismo sin causar ningun tipo de
enfermedad, sintomas o infeccion. La colonizacion por Streptococcus agalactiae
puede darse de forma intermitente siendo mas frecuente en el tracto
gastrointestinal y el tracto génito- urinario tanto en hombres como en mujeres,
aunque el tracto genital femenino es mas comunmente colonizado (Shaw,
Mason, & Scoular, 2003). Dado a que Streptococcus agalactiae generalmente
se encuentra en vagina y/o recto de mujeres colonizadas, una de las formas de
transmision puede ser el contacto sexual. Sin embargo, Streptococcus
agalactiae no causa sintomas ni afecciones por lo que no es considerado como
una enfermedad de transmision sexual sobre todo porque su incidencia es del
13 al 17% en adultos que no han tenido relaciones sexuales (Manning et al.,
2004).

Cuando se trata de una infeccidn temprana, Streptococcus agalactiae es
transmitido de madre a bebé durante las fases de labor de parto y parto. Por otro
lado, si se trata de una infeccién tardia, la bacteria puede prevenir de un foco
infectivo diferente al canal de parto. Puede darse el caso de que una madre no
diagnosticada sea la causa para el desarrollo de una infeccion tardia en el bebé.
En estos casos la determinacién del foco infectivo es dificiimente encontrado e
incluso puede suceder que se mantenga desconocido (Centers for Disease
Control and Prevention, 2016a).

Actualmente existen seis condiciones o factores de riesgo que se encuentran
involucrados en una mayor predisposicién para el desarrollo de una infeccion
temprana en infantes:

e Madre previamente tuvo un bebé que desarrollé una infeccion con la

bacteria.
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e Diagndéstico clinico positivo para la presencia de Streptococcus agalactiae
en la orina como en el hisopado rectal de la madre durante el embarazo.

e Madre que presenta fiebre superior a 37.8°C durante la labor de parto.

e Labor de parto o ruptura del saco embrionario previa la finalizacién de la
semana treinta y siente de gestacion.

e Ruptura del saco embrionario al menos 18 horas previo el parto (Steer et
al., 2012).

En el caso de las infecciones tardias, los factores de riesgo pueden variar
dependiendo del periodo de gestacion en el que se efectua el parto. Cabe
recalcar, que los patrones de patogenicidad son diferentes en el caso de
infecciones tempranas e infecciones tardias, por lo que estos deben ser
estudiados de forma independiente (Berardi et al., 2012)

2.2 Diagnéstico y tratamiento

2.2.1 Recoleccion de muestra

El muestreo para todos los métodos de diagndstico se hace mediante hisopado
en la region de infeccion, generalmente vagina y recto. Durante el afio 2002, la
guia del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease
Control and Prevention) presentd de forma detallada la manera en la que el
hisopado debia ser realizado, especificando que se debe ser desde la parte baja
de la vagina hacia el esfinter anal (Ahmadzia & Heine, 2014). El muestreo es
realizado por un médico especialista, aunque se ha comprobado que el muestreo
realizado por pacientes tiene un alto grado de similaridad con las muestras
obtenidas por los médicos especialistas con un 98.4% de sensibilidad (Ayra,
Cryan, O’Sullivan, Greene, & Higgins, 2008).

Si existe la sospecha de que el neonato se encuentra infectado, la muestra se
toma del torrente sanguineo o del liquido cefalorraquideo para proceder con el
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analisis de turbidez, tincion Gram y cultivo de la muestra para posterior analisis

con pruebas bioquimicas. (Mayo Clinic, 2016).

2.2.2 Métodos diagnoésticos

El diagnostico se basa en el método de cultivo o por PCR a tiempo real (QPCR).
Sin embargo, los métodos a base de qPCR no se encuentran disponibles en
todos los hospitales. Razon por la cual se ha establecido al método de cultivo
como “gold standard” (Hordnes, Stray- Pedersen, Jian, & Brigsten, 2007).

2.2.2.1 Métodos a base de cultivo

El “gold standard” se realiza un cultivo de la muestra en medios enriquecidos
como agar de cordero o Agar Columbia- Colistina- Nalidixina (CNA). Después se
identifica como Streptococcus agalactiae en base a la morfologia, coloracién y/o
tincion Gram (American Association for Clinical Chemistry, 2015). Este método
generalmente demora un de 24 a 49 horas (American Pregnancy Association,
2017).

2.2.2.1.1 Prueba CAMP

Este método detecta una proteina extracelular denominada “Factor CAMP” que
es producida por Streptococcus agalactiae. ElI Factor CAMP es difusible,
termodinamicamente estable e impulsa la hemdlisis de eritrocitos producidos por
Staphylococcus aureus. La proteina del factor CAMP actua de forma sinérgica
con la beta hemolisina producida por Staphylococcus aureus induciendo la

hemodlisis de las células sanguineas bovinas o de cordero (Pokhrel, 2015).

Pararealizar la prueba, una cepa hemolitica de Staphylococcus aureus se coloca
en el medio del agar en disposicion de una linea recta. Perpendicularmente a
esta cepa se coloca la muestra que se esta probando. Se interpreta como un
resultado positivo cuando en el plato de cultivo se ha generado una hemalisis en
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forma de flecha en la conjetura de crecimiento entre la cepa de Staphylococcus
aureus y Streptococcus agalactiae. Si la muestra no corresponde a
Streptococcus agalactiae, no se genera un incremento hemolitico y
consecuentemente no se genera una flecha en la conjetura de los dos cultivos
(Rao, 2009) (Figura 3)

Staphylococcus aureus
Beta- hemolitico

Hemolisis en
forma de flecha

Prueba positiva
(Streptococcus

Negativo grupo B)

Figura 3. Interpretacion de prueba CAMP para la identificacion de Streptococcus
agalactiae.
Adaptado de Rao, S., 2009

2.2.2.2 Métodos a base de PCR

Los métodos basados en PCR a tiempo real no son especificos para el
diagndstico de Streptococcus agalactiae, sino que son utilizados para la
deteccidon de multiples cuadros clinicos. Uno de estos ellos es LightCycler® de
©Roche Molecular Systems, Inc. Este equipo cuenta con varios sistemas para la
identificacion de genes, nivel de expresion, variaciones genéticas e identificacion
de SNPs. Un estudio demostré que la combinacion de LightCycler® con el

instrumento MagNa Pure Compact® utilizado para la purificacion de acidos
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nucleicos es un aceptable para la deteccion de S. agalactiae en muestras de

hisopado vagino- rectal tomadas por médicos especialistas (Uhl et al., 2005).

El mecanismo Xpert® de ©Cepheid. Es eficiente para la deteccion de
Streptococcus beta hemolitico de grupo B en muestras de hisopados vaginales
y rectales con una sensibilidad del 98.5% y una especificidad del 99.6% (Helali,
Nguyen, Ly, Giovangrandi, & Trinquart, 2009). También es eficiente para
muestras de liquido amnidtico proveniente de mujeres con ruptura de membrana
prematura con una sensibilidad reportada del 92.3% y especificidad del 84.6%

(Bourgeois et al., 2013).

Recientemente se ha probado el método de ARIES® de Luminex® para el
diagnostico de Streptococcus agalactiae. El cual usa qPCR a partir de cultivos
enriquecidos en caldo LIM de Streptococcus agalactiae de hisopados vagino-
rectales de mujeres en estado de gestacion (Luminex Corporation, 2017).

2.2.3 Gen scpB para identificacion de Streptococcus agalactiae

El gen scpB codifica para la proteina de superficie C5a peptidasa. Esta es una
proteasa que actua como un factor de virulencia multifuncional (Burnham &
Tyrrell, 2003).

Se ha identificado que el gen scpB no es especifico de un solo serotipo de
Streptococcus agalactiae, sino que se encuentra presente en todos los tipos
independientemente del serotipo en el que se ha sido clasificado. La proteina
Ch5a peptidasa actua durante el proceso infectivo mediante inactivando la
quimiotoxina de los neutrodfilos (Burnham & Tyrrell, 2003). Esta caracteristica ha
hecho que el gen scpB sea ideal para la identificacion directa de Streptococcus
agalactiae por sobre los métodos que utilizan el gen codificante para 16S rRNA
que poseen todos los microorganismos bacterianos. A pesar de que el gen
codificante para la region 16S rRNA y la region de espacio intergénico 16S- 23S
también son utilizadas para la identificacion directa por reaccion en cadena de la
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polimerasa, de varias especies de bacterias, el alto grado de homologia entre
los operones ribosomales entre especies puede conllevar a la obtencion de
falsos positivos (Dmitriev et al., 2004).

Por esta razén, el gen scpB se ha utilizado en varios estudios de identificacion
de Streptococcus agalactiae ya sea en comparacion con otros genes de la
bacteria o en comparacion con el método de cultivo determinado como “gold
standard”. En 2010, el estudio del grupo de Sarah Shabayek reporté que el
método de amplificacion del gen scpB por reaccion en cadena de la polimerasa
tenia un 100% de sensibilidad en comparaciéon con el método tradicional de
cultivo. Ademas, reporté una especificidad del 93.75% el cual era superior al
92.85% reportado para el método de amplificacion del gen cfb (Shabayek et al.,
2010). En 2016, un estudio demostré la superioridad del gen scpB por sobre los
genes 16S rRNA, cfb y atr con un 95.21% y un 92.61% de especificidad y
eficiencia respectivamente (Mousavi, Hosseini, Mashouf, & Arabestani, 2016).

2.2.4 Tratamiento

Se ha demostrado que el tratamiento temprano en base a profilaxis con
antibidticos puede reducir considerablemente los indices de morbilidad vy
mortalidad (Larsen & Sever, 2008). Por esta razén la profilaxis intra-parto es
recomendada para mujeres embarazadas con el fin de reducir la transferencia

vertical del microorganismo hacia el neonato (Garland et al., 2011).

Los antibidticos del grupo de betalactamicos, especificamente, penicilina y
ampicilina son los mas utilizados para el tratamiento de las infecciones, seguidos
por cefalosporinas de primera generacion y en ciertas ocasiones, vancomicina.
En caso de que el paciente presentara algun tipo de reaccion alérgica o anafilaxis
a la penicilina, se administran macrdlidos y lincosamidas, en especial,
eritromicina y clindamicina (Bolukaoto et al., 2015). La penicilina, ampicilina,
eritromicina o clindamicina en la profilaxis solo funcionan si son administradas

durante el parto. Si su administracion es realizada en etapas mas tempranas del
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embarazo, la bacteria puede volver a proliferar haciendo que el tratamiento sea

inutil (American College of Obstetricians and Gynecologyts, 2015).

El tratamiento durante el parto con antibiéticos puede prevenir el desarrollo de
infecciones tempranas en neonatos. Sin embargo, este método de profilaxis no
puede prevenir el desarrollo de infecciones tardias en infantes (American College
of Obstetricians and Gynecologyts, 2015).

2.3 Sensibilidad a antibidticos

2.3.1 Situacién de riesgo

El incremento en la utilizacién del método de profilaxis intra- parto ha sido motivo
de preocupacién debido a los recientes reportes sobre el desarrollo de
resistencia a agentes antimicrobianos por parte del microorganismo en cuestion
(Verani, McGee, & Schrag, 2010). A pesar de que aun se considera a la penicilina
y ampicilina como el tratamiento idoneo para prevenir las infecciones, en 2008
en Japon se describid el primer reporte de reduccién en las concentraciones
inhibitorias minimas de susceptibilidad a penicilina, y consecuentemente

ampicilina (Kimura et al., 2008).

Adicionalmente recientes estudios a nivel mundial reportan un incremento
progresivo en la resistencia, de Streptococcus agalactiae, a eritromicina y
clindamicina (Figura 4), antibidticos que se utilizan como tratamiento alternativo
(Garland et al., 2011).
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Figura 4. Incremento en la resistencia a eritromicina y clindamicina desde el
afno 2001 hasta 2012.
Tomado de Crespo, M., Castafieda, C., Recalde, M., & Vélez, 2014

La eritromicina es un antibiético del grupo de los macrdélidos y se caracteriza por
contener un anillo de lactona al que se unen varios azucares. Su mecanismo de
accion consiste en el enlace a la subunidad ribosomal 50s. El enlace ocurre en
un sitio cercano a la peptidiltransferasa inhibiendo los procesos de translocacion,
formacion de enlaces peptidicos y liberacidn del oligopeptidil- tRNA durante la
sintesis de proteinas en la bacteria (O’ Connor, 2004). A pesar de que se
describe como bacteriostaticos puede tener efecto bactericida en altas
concentraciones. Varios microorganismos han desarrollado resistencia a la
eritromicina y otros compuestos macroélidos, generando mutaciones de uno o

varios nucledtidos del sitio de unidn del antibidtico (Jeli¢ & Antolovic, 2016).

Por otro lado, la clindamicina es un antibidtico del grupo de las lincosamidas y
se caracteriza por estar formada a base de compuestos semi naturales que
tienen un aminoacido y un residuo de prolina unidos a un anillo galactosidico por
medio de un enlace peptidico. Es un derivado semi sintético de la lincomicina
con una leve modificacion estructural que incrementa significativamente la

afinidad por el sitio de union bacteriano (Canu & Leclercq, 2009).
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A diferencia de la eritromicina, la clindamicina tiene la capacidad de alcanzar el
centro de la peptidil-tRNA causando la completa disociacion del mismo con dos,
tres o cuatro residuos aminoacidicos (Tenson, Lovmar, & Ehrenberg, 2003). Los
microorganismos con resistencia a clindamicina utilizan la modificacion del

compuesto antibiético (Morar, Bhullar, Hughes, Junop, & Wright, 2009).

2.3.2 Mecanismos moleculares de resistencia a antibioticos

La capacidad de los microorganismos para utilizar diferentes estrategias con el
fin de reducir o anular completamente el efecto de los agentes antibidticos se

encuentra codificada genéticamente.

2.3.2.1 Resistencia intrinseca

Es la resistencia a agentes antibioticos que se encuentra codificada y
consecuentemente expresada por todos o por la gran mayoria de
microorganismos pertenecientes a una misma especie. Describe la capacidad
de diferentes bacterias para resistir a uno o varios grupos de compuestos
antimicrobianos. Esta caracteristica que comunmente se denomina
“‘insensibilidad” debido a que ocurre en microorganismos bacterianos que jamas
han sido susceptibles a un grupo de antibioticos en particular (Breslin et al.,
2011).

La resistencia intrinseca de una bacteria hacia un grupo de antibidticos puede
ocurrir por cuatro fendmenos:
e Ausencia total o parcial de afinidad entre la diana y el agente antibiotico
e Incapacidad del compuesto antibidtico para ingresar en la célula
bacteriana. Frecuentemente asociado con la permeabilidad de la
membrana celular, mientras mas flexible sea la membrana externa de la
bacteria, mas permeable es la misma. Se ha estimado que el
péptidoglicano de las bacterias Gram positivas otorga un alto nivel de
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permeabilidad y es accesible a moléculas que tienen un tamafo variable
entre 30 y 57 kDa.

e Extrusién del compuesto antimicrobiano por complejos exportadores
activos, también denominados como bombas de eflujo, los genes
codificadores para este mecanismo se encuentran presentes en los
cromosomas de todos los organismos vivos. Esto incluye a aquellos que
son incapaces de producir antibiéticos, por lo que se ha planteado que las
bombas de eflujo cumplen mas funciones a parte de la resistencia a
antibioticos. Pueden ser sustrato especificas y exportar una sola molécula
o0 pueden abarcar un espectro amplio y exportar varias moléculas
estructuralmente diferentes.

e Produccién innata por parte de la bacteria de compuestos inhibidores del

agente microbiano (Cox & Wright, 2013).

2.3.2.2 Resistencia adquirida

Las bacterias reaccionan de forma distinta cuando se encuentran expuestas de
forma continua a los compuestos antimicrobianos. La resistencia adquirida de
una bacteria es dependiente tanto de la especie como de la combinacion de
agentes antimicrobianos a la que se encuentra expuesta (Anderson, 2004). Se
efectua por mutaciones en genes cromosomicos o por transferencia horizontal

de genes ya sea en plasmidos, transposones o integrones (Breslin et al., 2011).

La resistencia a agentes antimicrobianos que se han generado por mutaciones
en uno o varios genes localizados en el cromosoma del microorganismo se

denomina resistencia cromosomal (Zhang, 2010). Sus mecanismos son:

¢ Modificaciones de la pared o membrana celular que impide que el
antibiotico alcance la diana.

e Desarrollo de eflujos de resistencia continuos desde la célula bacteriana.

e Modificacion enzimatica del compuesto antibidtico.

e Degradacion parcial o total del agente antimicrobiano.
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e Adquisicion y desarrollo de rutas metabdlicas alternativas a las que
normalmente afecta el agente antimicrobiano.

¢ Modificacion de las dianas del compuesto antibidtico.

e Sobreproduccidén de las enzimas que se ven afectadas por el agente
antimicrobiano (Van Hoek et al., 2011).

Se denomina transferencia horizontal de genes al proceso mediante el cual
bacterias intercambian material genético. Durante este proceso, se puede dar el
traspaso de genes de resistencia a antibidticos. Varios genes de resistencia se
encuentran localizados en plasmidos, transposones e integrones, elementos que
actuan como vectores cuando son transferidos de una bacteria a otra
independientemente de las especies que realicen la transferencia. El fendmeno
de transferencia horizontal de genes se puede llevar a cabo por cualquiera de
los tres mecanismos ya sea transformacion, transduccion o conjugacion (Breslin
et al., 2011).

2.3.3 Fenotipo MLSg

Los antibioticos de los grupos de macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B
tienen diferentes estructuras quimicas, sin embargo, se encuentran dentro de
una misma clasificacién que se denomina MLSg o MLS debido a que inhiben la
sintesis de proteinas como mecanismo de accion. Ademas la resistencia a estos
grupos puede generarse de forma cruzada por la modificacion de la diana que
es la porcion 23S rRNA del ribosoma (Malbruny, Werno, Murdoch, Leclercq, &
Cattoir, 2011).

El fenotipo MLSg tiene diferentes formas de expresion segun la susceptibilidad
que presenta la bacteria que se esta analizando y puede ser constitutivo (cMLS)
o inducible (iMLS). Al realizar pruebas de susceptibilidad a antibioticos en agar
selectivo, los discos de eritromicina y clindamicina se colocan en proximidad. Se
considera que la resistencia es cMLS c cuando la muestra presenta resistencia

tanto a eritromicina como a clindamicina mientras que el fenotipo IMLS se
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presenta como susceptibilidad a clindamicina y resistencia a eritromicina
(Sasirekha et al., 2014).

Cuando las muestras de Streptococcus agalactiae presentan resistencia a
eritromicina y susceptibilidad a clindamicina, la prueba se completa con el
analisis de la zona D. Si la muestra de presenta el fenotipo MLS inducible, se
generara un halo de resistencia alrededor del disco de clindamicina en forma de
D con la zona de inhibicidon atenuada en direccion al disco de eritromicina (Figura
5). El analisis de la zona D confirma que la cepa de presenta el fenotipo iMLS,
es decir que tiene resistencia inducible a clindamicina, por lo que el suministro
de este antibidtico resultara ineficiente para el tratamiento de la infeccion.
(Heelan et al., 2004).

Figura 5. Prueba de zona D para Streptococcus agalactiae. Zona de inhibicidon
en forma de D alrededor del disco de clindamicina con atenuacion hacia el disco
de eritromicina

Tomado de Abarzua et al., 2011

Si las cepas presentan resistencia a eritromicina y susceptibilidad a clindamicina,
pero no se genera ningun tipo de atenuacidn en la zona de inhibicion de

eritromicina, se considera que la muestra presenta el fenotipo M comunmente
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asociado con un mecanismo de eflujo de resistencia. Por otro lado, se considera
que las cepas presentan el fenotipo L si son resistentes a clindamicina y
susceptibles a eritromicina (Bolukaoto et al., 2015).

2.3.4 Genes involucrados en la resistencia a antibiéticos en Streptococcus

agalactiae.

2.3.4.1 Gen mreA

El gen mreA fue por descrito por primera vez debido a una cepa de
Streptococcus agalactiae que presentaba resistencia a macrélidos de catorce,
quince y dieciséis atomos. La cepa estudiada no contenia genes del tipo emf ni
erm por lo que la totalidad de su DNA gendmico fue extraido y clonado en A Zap
Il. El vector pAES63 albergando el DNA genomico del microorganismo fue
introducido en Escherichcia coli. El resultado de esta experimentacion fue la
obtencion de Escherichia coli resistente a eritromicina, azitromicina vy
espiramicina. Fue asi que se determind al gen mreA como codificante para un
mecanismo de eflujo de resistencia a macrolidos en Streptococcus agalactiae.
En este estudio también se describié que el gen mreA era distinto al gen Mef
descrito en Streptococcus pyogenesy Streptococcus pneumoniae, y al gen MsrA
descrito en Staphylococcus aureus (Clancy, Dib-Haji, Petitpas, & Yuan, 1997).

Sin embargo, en el afio 2001 un estudio describié que el gen mreA no era
codificante para una bomba de eflujo de resistencia, sino que el mismo cumplia
funciones fisioldgicas en las rutas metabdlicas de Streptococcus agalactiae y fue
descrito como un gen “housekeeping” codificador para flavoquinasa (Clarebout,
Villers, & Leclercq, 2001). Esto llevo a que se utilice el gen mreA como control

interno para estudios en Streptococcus agalactiae (Fitoussi et al., 2001).

A lo largo de los siguientes afnos, el gen mreA ha sido evaluado como gen de
resistencia a macrolidos. Sin embargo, varios estudios han reportado la

presencia del gen mreA en muestras de Strepfococcus agalactiae sensibles a
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eritromicina (Duarte et al., 2005). Uno de los estudios mas recientes también
estudia al gen mreA como codificante para bomba de eflujo a macrélidos y no
reporta que el gen sea “housekeeping” como habia sido descrito previamente
(Oday, Neihaya, & Munim, 2015).

2.3.4.2 Gen ermB

La resistencia a macrolidos como la eritromicina y el fenotipo de resistencia
cruzada MLSg se encuentra estrechamente ligado a la presencia del gen ermB
(Garland et al., 2011). Este gen pertenece al grupo de genes ‘erm’ descritos
como genes de resistencia a macrolidos. El gen ermB es el mas comun en
Streptococcus agalactiae y codifica para la metilasa 23S rRNA que es una
proteina responsable del proceso de metilacion de los receptores ribosomales
que actuan como receptores tanto de eritromicina como de clindamicina (Oday
et al., 2015).

Es por esta razén que la resistencia a eritromicina, asi mismo como la resistencia
cruzada a clindamicina de forma inducible (iIMLS) en Streptococcus agalactiae
ha sido principalmente relacionada con la presencia del gen ermB por varios
autores (Lu et al., 2014).

3. Diseio del plan experimental

El desarrollo de la investigacion planteada consiste en cuatro fases
experimentales divididas en: identificacion molecular por PCR del gen de
deteccion scpB, identificacion molecular por PCR del gen de resistencia mreA,
identificacion molecular por PCR del gen de resistencia ermB y analisis de
susceptibilidad a antibiéticos mediante el sistema Vitek 2 de Biomériux® (Figura
6).
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La presente investigacion se realiz6 en las instalaciones de Zurita & Zurita

Laboratorios, ubicadas en la Av. La Prensa y Manuel Valdiviezo en la parroquia

de la Concepcidén en la ciudad de Quito, Ecuador.
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4.1 Poblacién y muestra

Se analizd6 un total de 132 muestras de Streptococcus agalactiae
correspondientes a pacientes previamente diagnosticados con colonizacion y/o
infeccion desde el afio 2012 hasta 2016 (Anexo 3).

4.1.1 Distribucion de muestras

4.1.1.1 Clasificacion por aino

De las ciento treinta y dos muestras analizadas:
e Seis corresponden al afio 2012
e Veinte y dos corresponden al afio 2013
e Treinta y seis corresponden al afio 2014
e Treinta y dos corresponden al afio 2015

e Treinta y seis corresponden al afio 2016

4.1.1.2 Clasificacion por género y edad

De las ciento treinta y dos muestras analizadas, ciento once corresponden a
mujeres, veinte corresponden a hombres y existe una muestra sin identificacion
de género. La edad minima, de los pacientes fue de cuatro afios de edad y la

maxima de ochenta y ocho afios.

4.1.1.3 Clasificacion por tipo de muestra

De las ciento treinta y dos muestras analizadas:
e Ochenta y nueve fueron de secrecion vaginal
e Veinte fueron de orina
e Cuatro fueron de liquido seminal
e Tres fueron de secrecion uretral

e Tres fueron de secrecion peneana
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e Dos fueron de amigdala

e Dos fueron de secrecion de glande
Los restantes corresponden a una sola muestra de absceso de pierna, herida
quirurgica, hisopado rectal, lesion de pierna, secrecion de prepucio, secrecion
de seno, secrecion rinofaringea, tejido blando y una muestra sin identificacion de

origen (Anexo 3).

4.2 Materiales y métodos para la obtencion de datos

4.2.1 Descongelamiento de muestras y siembra

Los viales con las muestras almacenadas a -4°C fueron descongeladas
mediante exposicién a temperatura ambiente por diez minutos. Acabado este
tiempo, se tomaron 10uL de cada muestra con un asa de siembra estéril y
calibrada y fueron sembrados en agar selectivo CNA por el método de estriado
simple. Se dejaron incubar por 24 horas a 35°C.

Las muestras que no mostraron crecimiento bacteriano, fueron colocadas en
caldo TSB e incubadas por 24 horas a 35°C, para estimular el crecimiento.
Transcurrido el tiempo, se tomaron 10uL del caldo TSB con un asa esteéril
calibrada y se sembraron en CNA. Las cuales fueron incubadas nuevamente por
24 horas a 35°C.

4.2.2 Extraccion de DNA total

El DNA total de cada muestra se extrajo por el método de ebullicion. El cual
consistié en tomar la muestra sembrada en el agar CNA y suspenderla en 1mL
de agua destilada estéril en un tubo eppendorf de 1.5mL estéril. La primera
solucion se sometio a rotacion en vortex por dos segundos y seguidamente fue
colocada en centrifugaciéon a 14 000rpm por un minuto. Del resultante, se

desecho el sobrenadante y se conservo el pellet.
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El pellet fue resuspendido en 1mL de agua destilada estéril y mezclado por
pipeteo durante dos segundos. La segunda solucién fue de nuevo sometida a
rotaciéon en vortex por dos segundos seguido de una nueva centrifugacion a
14000rpm por un minuto. Del resultante de la segunda centrifugacién, se
desecho el sobrenadante y se conservo el pellet. Este fue resuspendido en
300uL de agua destilada estéril y mezclado por pipeteo durante dos segundos.
Tras la mezcla, la tercera solucion fue colocada en la plancha de calentamiento

a 96°C por diez minutos.

Terminado este tiempo, la solucion fue sometida a centrifugacién a 14 000rpm
por 10 minutos. Del resultante, el sobrenadante, conteniendo el DNA, fue
recuperado por pipeteo y transferido a un nuevo tubo eppendorf estéril de 2mL
y almacenado a -20°C.

4.2.3 Hidratacion de primers y preparacion de solucion de trabajo
Los primers liofilizados de ©Invitrogen 100Mm fueron hidratados con agua Milli-
Q® con el volumen indicado por la casa comercial. Los viales fueron mezclados

mediante centrifugacion y almacenados a -20°C.

Para la solucién de trabajo se diluyeron 10uL de la solucion madre de primers

en 90uL de agua estéril y se almaceno a -4°C.

4.2.4 Amplificacién de genes por reaccién en cadena de la polimerasa y

electroforesis

4.2.4.1 Amplificacion del gen de identificacion scpB

4.2.4.1.1 Programa de PCR

El gen fue amplificado mediante PCR a tiempo final con el programa y las
condiciones detallados en Tabla 1. Para la amplificacion se utilizé GoTag®
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Green Master Mix de ©Promega Corporation y el equipo termociclador CFXx96™
Real Time System de BioRad®. Para el control positivo se utiliz6 una muestra
con previa amplificacion del mismo gen. Los controles negativos consistieron en
una muestra de Staphylococcus aureus, una muestra de Escherichia coli y una
muestra sin DNA molde cuyo volumen en reaccion fue compensado con agua

estéril.

El conjunto de primers utilizados para la amplificacién del gen fueron scpB-F:
Forward, 5 -ACAACGGAAGGCGCTACTGTTC- 3’ y scpB-R: Reverse, 5 -
ACCTGGTGTTTGACCTGAACTA- 3’ (Dmitriev et al., 2004).

Tabla 1.
Concentraciones de reactivos y condiciones térmicas utilizadas en el programa

de PCR para la amplificacion del gen scpB.

Reactivos PCR Concentracion Perfil térmico
Buffer pH 8.5 2X Desnaturalizacién 94°C | 5min
inicial
MgCl2 3mM 35 ciclos
Primer Forward 0.5uM Desnaturalizacion 94°C | 1min
Primer Reverse 0.5uM Hibridacion 52°C | 1min
dNTPs 400uM c/u Extension 72°C | 1min
Taq Polimerasa 1.5U/Rx
DNA molde 3ng/Rx Extension final 72°C | 1.5min
Agua 8.5uL/Rx Tiempo total de 3:01:00
corrida
Volumen final 25uL Finalizacion 4°C o0

Adaptado de: Dmitriev, Suvorov, Shen & Yang, 2004.

Terminado el programa de PCR, el producto fue almacenado a -4°C por 24

horas.
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4.2.4.1.2 Programa de electroforesis

Se prepararon geles de agarosa al 1%, con UltraPure™ Agarose de Invitrogen™,
en una solucién de TBE 1X (UltraPure™ TBE Buffer de Invitrogen™). Cada gel
contenia 4uL de SYBR™Safe DNA Gel Stain de Invitrogen™.

El primer pocillo del gel fue cargado con 2uL del marcador de peso molecular
Tracklt™ 100bp DNA Ladder de Invitrogen™. Los pocillos siguientes fueron
cargados con 8uL de cada producto de PCR. El programa de electroforesis se
realizé a 120V y 400Ah durante 30 minutos. El gel fue visualizado en un

transiluminador UV.
4.2.4.2 Amplificacion del gen de resistencia mreA
4.2.4.2.1 Programa de PCR

El gen fue amplificado mediante PCR a tiempo final con el programa y las
condiciones especificadas en Tabla 2. Para la amplificacion de este gen se utilizé
utiliz6 GoTaq® Green Master Mix de ©Promega Corporation y el equipo
termociclador Gene Amp® PCR System 9700 de ©Applied Biosystems. Para el
control positivo se utilizé una muestra previamente amplificada para el gen mreA
y para el control negativo se utilizé una reaccién sin DNA molde cuyo volumen

fue reemplazado por agua estéril.

El conjunto de primers utilizados para la amplificacién del gen fueron mreA-F:
Forward 5- AGACACCTCGTCTAACCTTCGCTC- 3 y mreA-R: Reverse 5'-
TTCAGTTACTACCATGCCACAGG- 3’ (Duarte et al., 2005).
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Concentraciones de reactivos y condiciones térmicas utilizadas en el programa

de PCR para la amplificacion del gen mreA.

Reactivos PCR Concentracion Perfil térmico
Buffer pH 8.5 2X Desnaturalizacion | 95°C | 2min
inicial
MgClI2 3mM 25 ciclos
Primer Forward 0.5uM Desnaturalizacién | 94°C | 1min
Primer Reverse 0.5uM Hibridacion 53°C | 1min
dNTPs 400uM c/u Extension 72°C | 1min
Taq Polimerasa 1.5U/Rx
DNA molde 3ng/Rx Extension final 72°C | 5min
Agua 8.5uL/Rx Tiempo total de 01:49:00
corrida
Volumen final 25ul Finalizacion 4°C |

Adaptado de: Duarte, Bellei, Miranda, Brito & Teixeira, 2005.

Terminado el programa de PCR, el producto fue almacenado a -4°C por 24

horas.

4.2.4.2.2 Programa de electroforesis

Se utilizd gel de agarosa al 1% preparado con UltraPure™ Agarose de

Invitrogen™ en una solucién con TBE 1X (UltraPure™ TBE Buffer de

Invitrogen™). Los geles preparados contenian 4ulL de SYBR™Safe DNA Gel

Stain de Invitrogen™.

El primer pocillo del gel fue cargado con 2uL del marcador de peso molecular

Tracklt™ 100bp DNA Ladder de Invitrogen™. Los pocillos siguientes fueron

cargados con 8uL de cada producto de PCR. El programa de electroforesis se

realizé a 120V, 400Ah durante 30 minutos. El gel fue visualizado en un

transiluminador UV.
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4.2.4.3 Amplificacion del gen de resistencia ermB

4.2.4.3.1 Programa de PCR

El gen ermB fue amplificado por PCR a tiempo final con el programa de reaccion
y las condiciones especificadas en la Tabla 3. Para llevar a cabo la amplificacion
se utilizé GoTag® Green Master Mix de ©Promega Corporation y el equipo

termociclador CFX96™

Real Time System de BioRad®. Se utiliz6 una muestra
previamente amplificada para el mismo gen como control positivo mientras que
el control negativo consistio de una reaccion de PCR sin DNA molde, cuyo

volumen fue reemplazado por agua estéril.

Los primers utilizados para la amplificacion fueron ermB- F: Forward 5'-
GAAAAGGTACTCAACCAAATA- 3 'y  ermB- R: Reverse  5-
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC- 3’ (Duarte et al., 2005).

Tabla 3.
Concentraciones de reactivos y condiciones térmicas utilizadas en el programa

de PCR para la amplificacion del gen ermB.

Reactivos PCR Concentracion Perfil térmico
Buffer pH 8.5 2X Desnaturalizacién 93°C | 3min
inicial
MgClI2 3mM 35 ciclos
Primer Forward 0.5uM Desnaturalizacion 93°C | 1min
Primer Reverse 0.5uM Hibridacion 52°C | 1min
dNTPs 400uM c/u Extension 72°C | 1min
Taq Polimerasa 1.5U/Rx
DNA molde 3ng/Rx Extension final 72°C | 5min
Agua 8.5uL/Rx Tiempo total de 02:28:00
corrida
Volumen final 25uL Finalizacion 4°C |
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Una vez terminado el programa de PCR, los productos recuperados fueron

almacenados a -4°C durante 24 horas.
4.2.4.3.2 Programa de electroforesis

Se elaboraron geles de agarosa al 1% utilizando UltraPure™ Agarose de
Invitrogen™ en una solucion de TBE 1X (UltraPure™ TBE Buffer de
Invitrogen™). Los geles contenian 4uL de SYBR™Safe DNA Gel Stain de

Invitrogen™.

El primer pocillo del gel fue cargado con 2uL del marcador de peso molecular
Tracklt™ 100bp DNA Ladder de Invitrogen™. Los pocillos siguientes fueron
cargados con 8uL de cada producto de PCR. El programa de electroforesis se
llevo a cabo a 125V, 400Ah durante 55 minutos. El gel fue visualizado en un

transiluminador UV.
4.2.5 Prueba CAMP

Previa a la prueba de susceptibilidad a antibidticos realizada por el sistema
Vitek® de ©BioMérieux, las muestras con crecimiento inespecifico fueron
sometidas a la prueba de identificacion para Streptococcus agalactiae basada
en el factor CAMP. Las colonias morfolégicamente diferentes, fueron aisladas y

sembradas en agar CNA e incubadas por 24 horas a 12°C.

Se sembré una cepa de Staphylococcus aureus hemolitica en agar sangre de
cordero en forma lineal. Las muestras de prueba fueron sembradas en el mismo
agar de forma lineal perpendicular a la cepa de Staphylococcus aureus. Las
placas fueron incubadas a 35°C durante 24 horas.

Se determind como resultado positivo y confirmacion de Streptococcus
agalactiae, a las muestras que habian formado una hemdalisis en forma de flecha

en el sitio de union entre la cepa de prueba y la cepa de Staphylococcus aureus.



38

4.2.6 Analisis de sensibilidad a antibiéticos mediante el sistema Vitek® 2

de ©BioMérieux

Las muestras fueron sembradas en agar CNA e incubadas por 24 horas a 35°C.

4.2.6.1 Preparacioén de la suspension

Las colonias se transfirieron desde el agar CNA a 3mL de solucion salina estéril
en un tubo de prueba. La densidad de la suspension se ajustado a la indicada
por las guias del equipo, entre de 0.50 a 0.63 en la escala de McFarland (Pincus,
2006).

4.2.6.2 Inoculacion

Las tarjetas de identificacion se inocularon con la suspension bacteriana
utilizando el aparato de aspiracion integrado del equipo. El tubo de prueba se
coloco en un rack o cassette especial con la tarjeta de identificacion
correspondiente en el espacio vecino. El tubo de transferencia se colocé en el
tubo de suspension correspondiente (Figura 7). Los cassettes se transfirieron a
la camara de succidn del equipo donde la suspensidn bacteriana es
transportada, a través del tubo de transferencia, hacia los micro-compartimentos
que llenan los pocillos de prueba (Pincus, 2006).
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Figura 7. llustracion de cassette de Vitek® 2 cargado con diez tarjetas de
identificacion junto sus respectivos tubos de suspension bacteriana.
Tomado de Pincus, D., 2006

4.2.6.3 Sellado de tarjetas e incubacion

Las tarjetas inoculadas pasaron por un mecanismo que corta el tubo de
transferencia y sella la tarjeta previa a la colocacion en el carrusel de incubacion.
El carrusel incuba todas las tarjetas a 35.5°C + 1.0°C. Cada tarjeta es removida
de la incubadora en carrusel una vez cada 15 minutos y transferida al sistema
optico del equipo para la lectura de resultados. Los datos son recolectados en
intervalos de 15 minutos durante todo el periodo de incubacién (Pincus, 2006).
Los resultados entregados por la lectura del equipo fueron impresos en hojas
individuales y transferidos a la base de datos del proyecto.

4.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Para el analisis estadistico se utilizé Microsoft® Excel 15.32 ©2017 version para
MacOS Sierra version 10.12.4.
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4.3.1 Obtencion de indices en porcentaje

4.3.1.1 indices generales

Los indices generales de presencia o ausencia de los genes identificados se
obtuvieron utilizando la funcién ‘COUNT.IF’ con las condiciones de ‘negativo’ y
‘positivo’ de forma separada. Los valores obtenidos fueron divididos para el total
de muestras (n=132) y multiplicados por cien. Los resultados fueron colocados
en graficos de pastel simple con una sola cifra decimal.

La contabilizacién de fenotipos de resistencia a eritromicina y clindamicina se
realizaron de forma independiente mediante la utilizacion de filtros en base a los
fenotipos ‘sensible’ o ‘resistente’ con los casos de resistencia intermedia
contabilizados con el total del fenotipo resistente. Del total de muestras bajo la
descripcion ‘resistente’ se utilizé un segundo criterio de filtro para la presencia
de los genes mreA y ermB de forma independiente. El total de muestras que
cumplieron con las condiciones de los dos filtros fue dividido para el numero total
de muestras que cumplieran el fenotipo de resistencia a los agentes antibioticos:
eritromicina (n=37) y clindamicina (n=38) y multiplicados por cien. Los resultados
fueron colocados en graficos de pastel simples con una sola cifra decimal.

4.3.1.2 indices por afio

Las incidencias de los genotipos por afio se obtuvieron mediante la separacion
de las muestras en base al afio en el que fueron tomadas. Se utilizé la funcion
‘COUNT.IF’ con las condiciones ‘positivo’ y ‘negativo’ para los tres genes
identificados. Los totales fueron divididos para el total de muestras obtenidas por
ano (verinciso 4.1.1.2) y multiplicados por cien. Los resultados fueron colocados

en graficos de barras simples con una sola cifra decimal.

La obtencion de los porcentajes de incidencia para los fenotipos de sensibilidad

o resistencia por afio se realizd siguiendo el mismo procedimiento descrito
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anteriormente con la diferencia de las condiciones para la funcién ‘COUNT.IF’
que en este caso fueron ‘sensible’ o ‘resistente’. Las muestras con fenotipos de
resistencia intermedia fueron contabilizadas bajo la descripcidn de resistentes.

4.3.1.3 Incidencia por edad

Para obtener la incidencia por edad se formaron cinco grupos de edades en base
al numero de muestras contenidas en cada clasificacion (Tabla 4)

Tabla 4.
Descripcion de grupos de edad generados para analisis estadistico.
Grupo de edad Numero de muestras
(afos) por grupo
4a20 18
21a30 39
31a40 32
41 a 60 28
61a88 15

Segun cada clasificacion se utilizo la funcion ‘COUNT.IF’ con las condiciones
‘positivo’ o ‘negativo’ para la presencia del gen scpB. El total de resultados
obtenidos bajo cada condicidn fue colocado en un solo grafico de barras simple.

4.3.1.4 Incidencia por tipo de muestra

La obtencion de la incidencia por tipo de muestra se realizé6 mediante la
formacion de cuatro grupos en base a los tres grupos predominantes de
muestras (Tabla 5) y los restantes (ver inciso 4.1.1.3) clasificados en un solo

grupo bajo la descripcion ‘otros’.
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Tabla 5.

Descripcion de los grupos por tipo de muestra utilizados en el analisis estadistico.

Tipo de muestra Numero de
muestras por grupo

Secrecion vaginal 89
Orina 20
Liquido seminal 4
Otros 19

Para cada clasificacion se utilizdé la funciéon ‘COUNT.IF’ con las condiciones
‘positivo’ o ‘negativo’ para la presencia del gen scpB. El total de resultados

obtenidos fueron colocado en un grafico de barras simple.

4.3.1.5 indice fenotipico total de resistencia a penicilina, ampicilina,

eritromicina y clindamicina

Para la obtencion de porcentajes segun el fenotipo de resistencia a los cuatro
antibidticos principales se utilizo la funcidon ‘COUNT.IF’ bajo las condiciones

‘sensible’, ‘resistente’ o ‘intermedio’.

En el caso de penicilina y ampicilina, los resultados totales obtenidos bajo cada
condicion fueron divididos para el numero total de muestras (n=132) con las
muestras que no contaban con identificacion para el antibidtico (Tabla 6)
colocadas bajo la descripcidn ‘sin informacion’ y multiplicados por cien.

En el caso de la eritromicina y la clindamicina, los resultados obtenidos bajo cada
condicion fueron divididos para el numero de muestras que si contaban con
identificacion para los dos compuestos antibioticos (Tabla 6) y multiplicados por
cien. Esta distincion se realizé debido a que los genes identificados estan

involucrados con la resistencia a eritromicina y clindamicina.
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Tabla 6.

Numero de muestras con identificacion para cada compuesto antibiotico.

Agente antibiotico Numero de muestras

con identificacion

Penicilina 117
Ampicilina 128
Eritromicina 129
Clindamicina 129

Los porcentajes obtenidos en los cuatro casos fueron colocados en graficos de
pastel simples de forma independiente y con una sola cifra decimal.

4.3.1.6 indice fenotipico total de resistencia a otros agentes antibiéticos

Los porcentajes de resistencia fenotipica a los agentes antibidticos adicionales
identificados por el sistema Vitek® 2 (ciprofloxacino, levofloxaciono,
moxifloxacino, quinupristina/dalfopristina, linezolid, vancomicina, tetraciclina,
tigeciclina y nitrofurantoina) fueron obtenidos mediante la funcion ‘COUNT.IF’
con las condiciones ‘sensible’ o ‘resistente’, los casos de resistencia intermedia
fueron contabilizados bajo la condicion de resistentes. El numero total de
resultados obtenido bajo cada condicion fue dividido para el numero total de
muestras analizadas (n=132). Las muestras que no contaban con identificacion
para alguno de los agentes antibidticos fueron contabilizadas bajo la descripcion
‘sin informacion’. Los resultados fueron colocados de manera conjunta en un solo

grafico de barras simple.

4.3.2 Obtenciéon de muestras con el fenotipo MLSg

La determinacion de las muestras que presentan el fenotipo MLSg o MLS se
realiz6 mediante la aplicacion de dos filtros que identifican las muestras
resistentes tanto para eritromicina como para clindamicina segun los resultados

arrojados por el sistema Vitek® 2.
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La identificacion de las cuatro clasificaciones fenotipicas (MLS inducible, MLS
constitutivo, M y L) se determiné mediante la utilizacion de filtros que indicaran
la relacién de resistencia y sensibilidad a eritromicina con la resistencia y
sensibilidad a clindamicina, segun las caracteristicas de cada clasificacion (ver
inciso 2.3.2). El numero de muestras identificadas por cada fenotipo se detalla

en el capitulo 5.

4.3.3 Analisis de varianza

Para el analisis de varianza se utiliz6 un ANOVA simple obtenido con el paquete
‘analisis de datos’ en Microsoft® Excel 1703 para Windows 10.

Se obtuvieron las medias de las concentraciones minimas inhibitorias reportadas
para eritromicina y clindamicina por cada afio. La comparacion se realizé entre

eritromicina y clindamicina segun los datos de los afios 2012 a 2016.

5. Resultados y discusion

5.1 Identificacidn de genes por reacciéon en cadena de la polimerasa

5.1.1 Gen de identificacion scpB

El gen scpB fue identificado mediante electroforesis con 255bp (Figura 8). Los
controles negativos de Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli no presentaron
amplificacion para el gen, lo que confirma que el gen scpB es unico para

Streptococcus agalactiae como lo describieron Dmitriev, Suvorov, Shen y Yang
en 2004.
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Figura 8: Productos de PCR con amplificacion del gen scpB en gel de agarosa

1% visualizados en transiluminador UV.

MP: marcador de peso molecular

C+: control positivo//C-: control negativo
C1-C29: Muestras clinicas

SA: Staphylococcus aureus

EC: Escherichia coli

El gen scpB se encontro en ciento veinte y siete muestras, lo que corresponde

al 96% de las muestras analizadas (n=132) (Figura 9) mientras que las cinco

restantes, no presentaron amplificacion para este.

Prevalencia total de gen scpB

4%

® Positivo

m Negativo

Figura 9. Diagrama de amplificacion del gen scpB.

El gen scpB, codificante para la peptidasa C5a de superficie, normalmente actua
como un factor de patogenicidad y cumple con la funcién de inactivar la
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quimiotoxina fagocitica C5a humana. Debido a que se ha detectado que todas
las cepas de GBS producen esta proteina independientemente del serotipo, este
gen es util para identificar a la bacteria (Cheng, Stafslien, Sudha, & Cleary, 2002).
Es por esto que se ha planteado utilizar este gen como blanco. Desde la
investigacion de Dmitriev en el afio 2004 que determin6 que el método de
amplificacion del gen scpB era superior al ‘gold standard’ (Dmitriev et al., 2004),
se han publicado varios estudios que lo corroboran, por ejemplo el de Dutra
realizado en Brasil, que report6 a todas las muestras de S. aglactiae positivas
tanto para el gen scpB como para el Imb que codifica para la proteina de anclaje
a laminina (Dutra et al., 2014). Estos mismos resultados lo obtuvieron Sadaka y
su equipo en el 2017 (Sadaka, Abdelsalam, Meheissen, Orief, & Arafa, 2017).

Por otro lado, también hay evidencia de que no todas las cepas de GBS son
positivas para este gen. De hecho, un estudio centrado en crear un método de
deteccion en base a PCR mediante la amplificacion de la region 16SrRNA,
concluye que por si solo el gen scpB no es capaz de detectar todos los resultados
positivos (Mashouf, Mousavi, Rabiee, Yousef, & Arabestani, 2014).

Incluso asi, los porcentajes de deteccibn del gen scpB en cepas de
Streptococcus agalactiae siempre rodean la totalidad de las muestras
analizadas. Tal como lo describen los estudios de Duarte, Hannoun, Eskandarian
y Rallu que reportan prevalencias de 96.7% (Duarte et al., 2005), 94.7%
(Hannoun et al., 2009), 96.1% (Eskandarian et al., 2014) y 99% (Rallu, Barriga,
Scrivo, Martel-Laferriere, & Laferriere, 2006) lo cual se asemeja a la prevalencia
del 96% encontrada en esta investigacion. La deteccion en base a la
amplificacion del gen scpB ha sido comprobada como uno de los métodos mas
confiables, alcanzando una sensibilidad de 99.6% y una especificidad del 100%
(Rallu et al., 2006). Sin mencionar, que se ha descrito como superior al método
de deteccion en base a la amplificacion del gen antigeno cfb que también ha sido
descrito como un gen ‘housekeeping’ (Bidgani, Navidifar, Najafian, & Amin,
2015)
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Una de las preocupaciones en la utilizacion del gen scpB para la deteccion rapida
recae en el alto nivel de homologia que este gen comparte con el gen scpA de
Streptococcus pyogenes. Debido a que los dos genes codifican para proteinas
que actuan como factores de virulencia con practicamente la misma funcion,
estas se encuentran altamente conservadas entre especies de Streptococcus.
Se ha descrito que los genes scpA y scpB tienen un 95% de homologia (Cheng
et al., 2002). Sin embargo, la amplificacién inespecifica del gen scpA en lugar
del gen scpB depende del juego de primers utilizados y de las condiciones tanto
de PCR como de electroforesis. A pesar de su similaridad, el gen scpA de S.
pyogenes tiene 51bp mas, en el extremo 3’, que el gen scpB (Elbaradie et al.,
2009). Si ocurriera una amplificaciéon inespecifica, la diferencia de peso
molecular puede ser visualizada en el gel de electroforesis. Los estudios de
Dmitriev en 2004 y el de Elbaradie en 2009 toman esa diferencia de tamafio entre
los dos genes como un marcador diagnostico para confirmar la presencia de
Streptococcus agalactiae. En esta investigacion no se detectaron muestras que
tuvieran amplificacion inespecifica para el gen scpA. Pero si se obtuvo una
muestra que fue identificada como Streptococcus constellatus por métodos
morfoldgicos, pero no se obtuvo amplificacion del gen scpB, lo cual demuestra
este gen es especifico para S. agalactiae y puede ser utilizado para su deteccion

y/o diagndstico.

5.1.2 Gen de resistencia mreA

El gen mreA fue identificado por electroforesis con 498bp (Figura 10) segun lo
descrito por Oday, Neihaya y Munim en su estudio publicado en 2015.
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C1 C2 C3 C4 C5 Cs6 C7 C8C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15

Figura 10. Productos de PCR con amplificacién del gen mreA en gel de agarosa

al 1% visualizados en transiluminador UV.

C1-C15: Muestras clinicas
MP: marcador de peso molecular

C+: control positivo//C-: control negativo

El gen mreA se encontré en sesenta y siete muestras lo que corresponde al 51%
de las muestras analizadas (Figura 11). Mientras que las 65 muestras restantes,

no presentaron amplificacion para este gen.

Prevalencia total de gen mreA

® Positivo

m Negativo

Figura 11. Diagrama de amplificacién del gen mreA.

El gen mreA fue inicialmente descrito como codificante para el eflujo de
resistencia a macrolidos (Clancy et al., 1997) pero también se lo ha relacionado

con diversas funciones como por ejemplo codificar para una flavoquinasa
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involucrada en el transporte de grupos funcionales durante el proceso de

respiracion celular (Clarebout et al., 2001).

En varios estudios reportaron al gen mreA como un gen ‘housekeeping’ para S.
agalactiae (Fitoussi et al., 2001). Sin embargo, en esta investigacion solo se
encontré al gen mreA en el 51% de las muestras, por lo tanto, no puede
describirse como gen ‘housekeeping’. Este resultado concuerda con el obtenido
por Hamid Oday en su estudio publicado en 2015, donde se demostré que la
presencia del mreA y la resistencia a eritromicina no se encuentran
completamente asociadas. También encontré que el gen mreA solo estaba
presente en el 69.5% del total de cepas de Streptococcus agalactiae
comprobando que no puede ser ‘housekeeping’ (Oday et al., 2015).

En la mayoria de estudios que buscan la presencia del gen mreA, solo amplifican
las muestras que previamente hayan presentado resistencia fenotipica a
eritromicina. Sin embargo, en esta investigacion, no todas las muestras con
resistencia fenotipica a eritromicina tuvieron amplificacion positiva para el gen

mreA.

5.1.3 Gen de resistencia ermB

El gen ermB fue identificado mediante electroforesis con 639bp (Figura 12)

segun lo descrito por Duarte, Bellei, Miranda, Brito y Teixeira en su estudio de
2005.
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Figura 12. Productos de PCR con amplificacién del gen ermB en gel de agarosa

al 1% visualizados en transiluminador UV.

MP: marcador de peso molecular
C1-C7: Muestras clinicas

C+: control positivo//C-: control negativo

El gen ermB fue identificado en treinta y ocho muestras, lo que corresponde al
29% de las muestras analizadas (Figura 13). Mientras que las noventa y cuatro

restantes, no presentaron amplificacion para este gen.

Incidencia total de gen ermB

® Positivo

= Negativo

Figura 13. Diagrama de amplificacién del gen ermB.

El ermB es uno de los genes de resistencia mas comunes en el género

Streptococcus debido a que se lo puede encontrar en Streptococcus agalactiae
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Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes. Este gen codifica para la
eritromicina-metilasa, que genera modificacién ribosomal para impedir la
actividad de los antibioticos macrolidos y lincosamidas produciendo la resistencia
cruzada (Bolukaoto et al., 2015). Generalmente actua en conjunto con ermaA,
mefAy linB, para completando el espectro de resistencia (Gygax et al., 2006).

En el caso de GBS, los reportes de presencia del gen ermB suelen ser superiores
a los de los otros, por lo que se asocia a la resistencia a eritromicina con este
gen (Pinto et al., 2014).

Los estudios que se enfocan en encontrar la presencia del gen ermB suelen
hacerlo unicamente entre las muestras que previamente hayan presentado
resistencia fenotipica a eritromicina, clindamicina o ambas. En estos casos, la
prevalencia puede alcanzar cifras del 80% al 95% (Tsung Lee & Lai, 2015). Sin
embargo, en un estudio que evalud la prevalencia del gen en la totalidad de
cepas analizadas, reportd presencia en el 23% de las muestras (Emaneini et al.,
2014), resultado que concuerda con el 29% que se encontrd6 en esta
investigacion. Cabe indicar que este gen no se encontro en todas las muestras

que presentaron resistencia fenotipica a eritromicina y/o clindamicina.

5.2 Incidencia del gen de identificacion scpB por factores cualitativos
5.2.1 Incidencia del gen scpB por edad

De los cinco rangos de edad analizados, la mayor incidencia del gen scpB (38
muestras positivas) se encontro los pacientes de entre 21 y 30 anos de edad
(Figura 14). Seguido por los pacientes entre 31 a 40 afios con de 30 muestras

positivas.

Los pacientes entre 41 y 60 afos, no presentaron ninguna muestra negativa.

Mientras que los pacientes entre 4 a 20, 21 a 30 y 61 a 88 afios presentaron una
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sola muestra sin amplificacion. Los pacientes entre los 31 y 40 afios tuvieron dos

resultados negativos.

Deteccion del gen scpB por rango de edad
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M Positivo
15
B Negativo
1
0

42a20 21a30 31a40 41a60 61a88
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(afos)

o

NuUmero total de muestras

6]

Figura 14. Distribucion del gen scpB por rangos de edad.

El hecho que la mayor incidencia se encuentre en los grupos de pacientes con
edades entre los 21 y 40 afios, se puede explicar dado a que la mayoria de
muestras utilizadas en este estudio provienen de pacientes de género femenino,
quienes se encuentran en edad fértil, pudo darse el caso de que las muestras
hayan sido de pacientes en estado de gestacion. Sin embargo, debido a que esta
investigacion se basa en un punto de vista retrospectivo, dicha informacién no

pudo ser adquirida.

El resultado obtenido se asemeja a las cifras publicadas por la Oficina de Salud
Publica de Louisiana en el afio 2011 (Anexo 1), en el cual reportan que los
diagnosticos acumulativos de infeccion y/o colonizacion por GBS, desde el afio
de 1999 hasta 2010 se encuentran en su mayoria en personas de entre 15y 34
afnos (Louisiana Office of Public Health, 2011). Asi mismo se asemeja con una
investigacion australiana que reporta incidencia de GBS en 93 de 663 muestras
de mujeres en edad fértil (Zhao et al., 2008).
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Existen reportes que indican que, el indice de incidencia de colonizacién o
infeccion por S. agalactiae en adultos mayores (~ 25%) es similar al que se
presenta en mujeres en edad feértil (Edwards & Scrivo, 2006). Lo que concuerda
con las altas incidencias reportadas en los pacientes entre 41 y 88 afios. Si el
desarrollo de enfermedades causadas por GBS en adultos mayores se debe a
la eminente disminucion de la inmunidad o a la predisposicion por aumento en
la edad, es incierto. Dado a que la mayoria de adultos mayores que desarrollan
una infeccion a causa de este microorganismo, suelen presentar cuadros clinicos
de enfermedades crénicas y que los adultos mayores tienen deficiencias en la
formacion de anticuerpos corpusculares, se ha concluido que las infecciones por
GBS en este grupo en especifico estarian mas asociadas a las condiciones de
salud del paciente y al estado de su sistema inmune que a la edad en si misma
(Schuchat, 1998).

5.2.2 Incidencia del gen scpB por tipo de muestra

La mayor incidencia (95.5%) se obtuvo en las muestras de secrecion vaginal,

con ochenta y cinco positivas y cuatro negativas (Figura 15).

En las muestras de orina, se obtuvieron diecinueve positivas y una negativa para.

Por otro lado, las muestras de liquido seminal y ‘otros’ fueron todas positivas.
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Incidencia de gen scpB por tipo de muestra
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Figura 15. Distribucion del gen scpB segun el tipo de muestra.

Debido a que Streptococcus agalactiae puede encontrarse en una gran variedad
de tejidos y fluidos humanos, es necesario comprobar la capacidad del gen de
identificacion scpB para detectar el microorganismo en varios tipos de muestras.
Las muestras mas comunes para analisis clinicos son las de secrecion vaginal
y/o orina debido a que el tracto genital es la zona de mayor colonizacion de esta
bacteria con el 15% al 30% de incidencia en pacientes adultos sanos (Landwehr
& Henneke, 2014). Lo que corrobora que la mayor incidencia del gen de
identificacion se presenta en muestras provenientes de secrecion vaginal

seguidas por las de orina.

El 95.5% de incidencia en las muestras de secrecién vaginal concuerda con el
92.5% de incidencia reportado por Lysakowka (Lysakowska, Kalinka, Bigos,

Prosniewska, & Wasiela, 2011).

Los resultados negativos en las muestras de secrecion vaginal y orina pueden
deberse a la forma de recoleccion que haya utilizado el médico tratante o el
paciente; puede deberse también al tratamiento previo a la reaccion en cadena
de la polimerasa o a la ausencia del gen scpB. Sin embargo, se ha comprobado
que el gen scpB como el mas prevalente en GBS por lo que su ausencia es un



55

hecho esporadico. Una de las muestras de orina negativas correspondia a
Streptococcus agalactiae, sino que fue comprobada por métodos morfoldgicos,
como Streptococcus constellatus.

La ausencia de resultados negativos en las muestras de liquido seminal y ‘otros’
se asemeja a los resultados obtenidos por Safadi en 2010, quien estudio ciento
once cepas de Streptococcus agalactiae de diferentes origenes humanos y
reportd la amplificacion del gen scpB en la totalidad de las muestras (Safadi et
al., 2010). El grupo cientifico de Udo analiz6 muestras de sangre, secrecion
vaginal, orina y de fuentes diversas y report6 una incidencia del 83.3% lo cual
pudo deberse al alto indice de ausencia del microorganismo en las muestras de
sangre (Udo, Boswihi, & Al-Sweih, 2013). Se puede concluir que el gen scpB es
capaz de detectar la presencia de la bacteria en un alto porcentaje y una amplia

variedad de muestras de origen humano.

5.3 Pruebas CAMP

De las doce muestras sometidas a la identificacion por el factor CAMP por

crecimiento inespecifico, se obtuvo ocho muestras positivas para Streptococcus
agalactiae (Figura 16).
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Figura 16. Interpretacién de pruebas del factor CAMP en agar sangre de cordero.

La prueba del factor CAMP es una método de identificacion presuntivo para
Streptococcus agalactiae que se realiza en base a la reaccion hemolitica
sinérgica que se produce entre la muestra de prueba y una cepa hemolitica de
Staphylococcus aureus (Tankeshwar, 2013), formando una zona clara en el agar
sangre de cordero en los puntos de unién de las dos cepas (Phillips, Tapsall, &
Smith, 1980). Se ha descrito que el 98% de cepas de GBS producen la proteina
del factor CAMP, por lo que los resultados falsos positivos suelen ser
esporadicos (Khafri & Nazari, 2004).

Debido a que la sensibilidad y la especificidad de la identificacion de S.
agalactiae han sido reportadas con valores del 100% y 88.9% respectivamente
(Zarate, Vargas, Pachecho, Fernandez, & Smayevsky, 2005), en este estudio se
tomaron los resultados de la prueba CAMP como efectivos y se prosiguié a
realizar la pruebas tanto de susceptibilidad fenotipica como las PCR unicamente

con las muestras que se encontraron con resultado positivo.
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5.4 Fenotipo de susceptibilidad a antibiéticos

Se obtuvieron los fenotipos de todas las muestras mediante el sistema Vitek® 2
de ©Biomériux. Solo una muestra no se analizd debido a que no correspondia a
Streptococcus agalactiae. Los datos detallados como ‘sin informacion’ se deben
a que la tarjeta de identificacion no contenia el antibiotico en especifico o la
dilucién bacteriana no alcanzé el inéculo indicado para la lectura dentro del

tiempo establecido por el equipo.

5.4.1 Susceptibilidad a penicilina

Del total de muestras analizadas (n=132), el 89% fueron susceptibles a penicilina
con una concentracion inhibitoria minima de <=0.12ug/mL mientras que el
restante 11% no tuvo informaciéon para este antibidtico (Figura 17). No se
encontraron muestras que presentaran resistencia a penicilina o muestras que

presenten una reduccion en la concentracion inhibitoria minima.

Susceptibilidad fenotipica a penicilina

= Sensible
® Resistente

Sin informacion

Figura 17. Diagrama del fenotipo de resistencia de Streptococcus agalactiae a

penicilina

Debido a que la penicilina es el antibidtico primario para combatir la colonizacion
y/o infeccion por GBS, es esperado que todas las muestras sean susceptibles al
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mismo. Sin embargo, reportes de reduccién en la concentracion inhibitoria
minima o del aparecimiento de muestras completamente resistentes se han
incrementado en los ultimos anos, uno de los primeros estudios fue publicado en
el afno 2008 en Japén. A pesar de que no se identificaron muestras
completamente resistentes al agente antibidtico, si se habrian obtenido
reducciones en las concentraciones inhibitorias minimas que oscilaban entre
0.25ug/mL y 1ug/mL (Kimura et al., 2008). Resultados similares se reportaron en
el 2012 en la misma zona geografica donde se encontraron diez muestras de
GBS asiladas con reduccion de sensibilidad a penicilina (Nagano et al., 2012).
Un estudio retrospectivo llevado a cabo en México con muestras de S. agalactiae
recolectadas por diecisiete afios, también reporté un 6% (n= 201) de resistencia
a penicilina desde 1994 hasta 2001 y un 2% (n=671) desde 2004 a 2012 (Crespo
et al., 2014a).

A pesar de estas publicaciones, segun los resultados de este estudio la penicilina
aun puede ser utilizada como tratamiento. La ausencia de muestras resistentes
0 con una reduccion en la concentracion inhibitoria minima se asemeja a los
resultados obtenidos por el grupo investigativo de Bolukaoto realizado en
Sudafrica, quien reporto a la totalidad de sus muestras (n=413) como sensibles
a penicilina (Bolukaoto et al., 2015) y el equipo de Garland en su estudio
realizado en Australia, quienes reportaron susceptibilidad en todas las muestras
(n=1160) al antibidtico (Garland et al., 2011). Estudios mas antiguos como el
publicado por el grupo investigativo de Panda en la region de Yale en Estados
Unidos, reportaron que todas las muestras provenientes de hisopados vagino-
rectales eran sensibles a penicilina (Panda, Iruretagoyena, Stiller, & Panda,
20009).

Si bien no se puede reportar la ausencia total de muestras resistentes a penicilina
en el territorio ecuatoriano debido a las limitaciones geograficas de la presente
investigacion, por los resultados obtenidos, se puede concluir que la penicilina
aun es la mejor alternativa para el tratamiento y/o profilaxis de cuadros clinicos

presentados por Streptococcus agalactiae.
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5.4.2 Susceptibilidad a ampicilina

De todas las muestras analizadas, el 95% presenté sensibilidad a ampicilina
(Figura 18) con una concentracion inhibitoria minima de <=0.25ug/mL. Sin
embargo, 2% de las muestras indicaron ser resistentes a ampicilina con
concentraciones inhibitorias minimas de 1ug/mL, 4ug/mL y >= 16ug/mL. El

restante 3% no tuvo informacién para el antibiético.

Susceptibilidad fenotipica a ampicilina
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Figura 18. Diagrama en base al fenotipo de resistencia por parte de GBS a

ampicilina.

La ampicilina es un antibiético beta lactamico que pertenece a la familia de las
aminopenicilinas. Tanto este antibiético como la amoxicilina se describen como
‘penicilina de espectro extendido’ por o que su mecanismo de accion se basa
en el mismo principio que la penicilina comun. La penicilina y la ampicilina actuan
generalmente como inhibidores de la sintesis de la pared celular, por lo que su
accion suele ser mas efectiva y mas especifica contra bacterias Gram positivas,
debido a la mayor cantidad de péptidoglicano que estas contienen en sus
paredes celulares (Sharma, Singh, & Singh, 2013). A diferencia de la penicilina,
la ampicilina y la amoxicilina son capaces de penetrar la pared celular e inhibir

el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Ashnagar &
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Brandao, 2007). Es por esto que se considera que la ampicilina y penicilina son
iguales en términos de efectividad, pero no de espectro. Es asi que en los casos
mas comunes un cuadro de sensibilidad o resistencia a penicilina resulta en un
cuadro idéntico con respecto a ampicilina. Aunque también puede darse el caso
de que un microorganismo presente resistencia a penicilina y susceptibilidad a
ampicilina o vice versa (Concelgao, Barta de Oliviera, Pinherio da Silva,
Rezende, & Gongalves de Oliviera, 2012).

A pesar de que la mayoria de estudios de susceptibilidad en GBS reportan
susceptibilidad total tanto a penicilina como a ampicilina, en esta investigacion
unicamente tres muestras (2%) presentaron resistencia. Este resultado se
asemeja a los obtenidos en el estudio retrospectivo del grupo investigativo de
Crespo, quienes reportan un 94% (n= 201) de susceptibilidad a ampicilina en el
entre los afios 1994 y 2001 y un 2% (n= 671) desde el afio 2004 hasta 2012
(Crespo et al., 2014a).

En este estudio no se presenta la susceptibilidad fenotipica a penicilina y
ampicilina de forma conjunta debido a que las tres muestras que presentaron
resistencia a ampicilina no obtuvieron informacion para penicilina. Dado a que el
porcentaje de resistencia al antibidtico, tanto en este estudio como en
investigaciones previas, es minimo o nulo, se puede establecer que la ampicilina
puede ser utilizada para el tratamiento y/o profilaxis de cuadros clinicos

causados por Streptococcus agalactiae.

5.4.3 Susceptibilidad a eritromicina

El 71% de las muestras analizadas son sensibles mientras que el 25% presento
ser resistente al mismo (Figura 19) con concentraciones inhibitorias minimas de
<=0.25ug/mL y un rango de 1ug/mL a >=8ug/mL respectivamente. El restante
4% de las muestras presentaron un fenotipo de resistencia intermedia con

concentracion inhibitoria minima de 0.5ug/mL.
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Figura 19. Diagrama del fenotipo de susceptibilidad de GBS a eritromicina.

La eritromicina es uno de los antibidticos alternativos utilizados para el
tratamiento de infecciones a causa de S. agalactiae. Las directrices del Centro
de Control y Prevencién de Enfermedades (Center for Disease Control and
Prevention) de Estados Unidos recomiendan que se realicen pruebas de
sensibilidad tanto para eritromicina como para clindamicina para pacientes que
presenten riesgo de anafilaxis al ser dosificados con penicilina y/o ampicilina
(Heelan et al., 2004). Sin embargo, en las ultimas décadas, se han publicado
reportes globales que sugieren que la resistencia a eritromicina y a clindamicina

ha incrementado (Garland et al., 2011).

En los resultados obtenidos predominan los fenotipos de sensibilidad. El 25% de
resistencia total y el 9% de resistencia intermedia presentados en este estudio
es mayor al 6.4% (n= 264) reportado por Garland en Australia (Garland et al.,
2011)y al 11% (n= 1171) reportado por Marimén en Espafna (Marimoén, Valiente,
Ercibengoa, Garcia- Arenzana, & Pérez- Trallero, 2005).

Los resultados obtenidos son similares a los publicadas por Gygax, Heelan y
Bolukaoto quienes reportan un porcentaje del 38% (n=222) (Gygax et al., 2006),
22% (n=200) (Heelan et al., 2004) y 21% (n= 413) (Bolukaoto et al., 2015) de
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resistencia a eritromicina. Sin embargo, el indice de esta investigacion es
considerablemente menor al 54% (n= 200) reportado DiPersio (DiPersio &
DiPersio, 2006).

Las diferencias existentes entre los indices de incidencia de muestras resistentes
a eritromicina reportados en varias investigaciones pueden deberse al numero
total de muestras analizadas, los afios en los que fueron tomadas, el tejido o
fluido de origen, el protocolo de muestreo y la zona geografica donde se realiz6
el analisis (Garland et al., 2011). En comparacion con otros estudios, el 25% y
9% de muestras resistentes y resistentes intermedios reportados en este estudio
pueden considerarse como indices elevados. Este tipo de reportes ha generado
que se sugiera reemplazar el tratamiento alternativo de eritromicina por
vancomicina (Pelaez, Gelber, Fox, & Chasen, 2009), pero no se han realizado
cambios oficiales en las directrices internacionales. Este hecho indica que, si
bien aun existe predominancia de muestras sensibles a eritromicina, es
absolutamente necesario realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
previo a la dosificacion del agente antibiotico a un paciente que presente un

cuadro clinico causado por S. agalactiae.

5.4.4 Susceptibilidad a clindamicina

Se encontré que el 70% de las muestras son sensibles mientras que el 29% son
resistentes (Figura 20). Las concentraciones inhibitorias minimas de sensibilidad
y resistencia fueron de <=0.25ug/mL y un rango de 2ug/mL a >=8ug/mL
respectivamente. El 1% presentd resistencia intermedia descrita con una

concentracion inhibitoria minima de 0.5ug/mL.
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Figura 20. Diagrama del fenotipo de susceptibilidad por parte de GBS a

clindamicina.

Aligual que la eritromicina, la clindamicina se utiliza como tratamiento alternativo
para combatir infecciones con S. agalactiae en pacientes que presenten alergia
y/o resistencia a los antibioticos beta lactamicos. Sin embargo, los reportes
globales sobre el incremento en la resistencia por parte de la bacteria a
eritromicina se han presentado también para clindamicina (Schoening, Wagner,
& Arvand, 2005). La clindamicina tiene un mecanismo de accion similar a la
eritromicina, por lo que el desarrollo de resistencia a eritromicina suele ser
acompafado con el desarrollo de resistencia a clindamicina (Tenson et al.,
2003). Aunque pueden darse casos en los que el microorganismo solo presente
susceptibilidad a clindamicina y no a eritromicina, tema que sera ampliado en la

seccidn 5.5 del presente documento.

La mayoria de las investigaciones sobre la susceptibilidad a clindamicina aun
reportan predominancia de sensibilidad. Las tasas de 29% de muestras
resistentes y 1% de muestras con resistencia intermedia son significativamente
superiores a las presentadas por Garland, Schoening, Brychzy y Castor quienes
reportaron resistencias totales de 4.2% (n= 264) en territorio australiano (Garland
etal., 2011), 4.7% (n=338) en Alemania (Schoening et al., 2005), 3% (n=169) en
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Krakow, Polonia (Brzychczy- Wloch et al., 2010) y 12.7% en Estados Unidos
(n=2937) (Castor et al., 2008) respectivamente. También son superiores a los
dos indices obtenidos en el estudio retrospectivo de Crespo en territorio
mexicano, quien presenta 5.2% (n= 201) de resistencia entre 1994 y 2001y 9.4%
(n=671) entre 2004 hasta 2012 (Crespo et al., 2014a).

El indice de resistencia de esta investigacion concuerdan con los porcentajes
presentados por Stoll en la zona del sur de Estados Unidos, Skoff también en la
zona de Estados Unidos, Bolukaoto en Sudafrica, Gygax en la zona de Hamilton,
DiPersio en Ohio y Savoia quienes reportan indices del 20% (n=611) (Stoll et al.,
2011), 20.2% (n=1933) (Skoff et al., 2008), 17.2% (n=413) (Bolukaoto et al.,
2015), 21% (n=222) (Gygax et al., 2006), 33% (n=200) (DiPersio & DiPersio,
2006) y 16.4% (n=73) (Savoia, Gottimer, Crocilla, & Zucca, 2008)

respectivamente.

Las diferencias en las tasas de resistencias es altamente dependiente del
numero total de muestras analizadas, los afios en los que las fueron tomadas, el
tejido o fluido de origen, el protocolo de muestreo y la zona geografica donde se
realiza el analisis (Garland et al., 2011). Poniendo en contraste el resultado de
29% y 1%, de muestras con resistencia y resistencia intermedia encontradas en
esta investigacion, con los resultados obtenidos en otros estudios, se puede
establecer que las tasas obtenidas se encuentran dentro del rango comun de
resistencia a clindamicina encontrado en GBS. A pesar de que la mayoria de
muestras aun son fenotipicamente sensibles, las estadisticas de resistencia
encontradas sugieren que es necesario realizar pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana antes de administrar clindamicina a los pacientes.

5.4.5 Susceptibilidad a otros agentes antibiéticos

Conjuntamente con el analisis de susceptibilidad a penicilina, ampicilina,

eritromicina y clindamicina, se obtuvieron datos sobre la resistencia a
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ciprofloxacino, levofloxaciono, moxifloxacino,  quinupristina/dalfopristina,
linezolid, vancomicina, tetraciclina, tigeciclina y nitrofurantoina.

Para ocho de los nueve agentes antibiéticos mencionados, predominaron las
muestras con sensibilidad (Figura 21). Sin embargo, en el caso del antibiético
macrolido tetraciclina, predominaron las muestras resistentes (n=91) con

concentraciones inhibitorias minimas en un rango de 8ug/mL a >=16ug/mL.
Todas las muestras analizadas mostraron ser sensibles a tigeciclina,
vancomicina y linezolid con concentraciones inhibitorias minimas de

<=0.12ug/mL y rangos de <=0.5ug/mL a 1ug/mL y <=0.5 a 2ug/mL

respectivamente.
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Figura 21. Fenotipo de susceptibilidad presentado por Streptococcus agalactiae
a diferentes agentes antibidticos.

La ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina son antibiéticos pertenecientes
a la familia de las fluoroquinolonas, las cuales se caracterizan por ser
compuestos antimicrobianos sistémicos de amplio espectro. Su accién ha sido

descrita como efectiva contra varias especies del género Streptococcus. Razén
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por la cual han sido recomendadas por las organizaciones internacionales para
el tratamiento de exacerbaciones aguas de neumonia o broncritis. Sin embargo,
la utilizacion de estos antibidéticos en infecciones adquiridas por déficits
inmunologicos ha causado que se presenten cada vez mas microorganismos con
resistencia tal como es el caso del Streptococcus pneumoniae y Streptococcus

agalactiae (Maeda et al., 2008).

A pesar de que en algunos estudios se ha reportado sensibilidad total a
ciprofloxacina (n=52) (Simoes, Aroutcheva, Heimler, & Faro, 2004), en esta
investigacion el indice de resistencia a ciprofloxacina, levofloxacina y
moxifloxacina fue de 6.2% (n=129) este es considerablemente menor al
reportado por Quiroga en Argentina, quien obtuvo un indice de 35.5% (n=62) en
el caso de la ciprofloxacina. Sin embargo, es similar al 6.5% (n=62) levofloxacina
(Quiroga, Pegels, Oviedo, Pereyra, & Vergara, 2008). Existen estudios que
reportan sensibilidad total (n=207) a moxifloxacina (Persson et al., 2008). Sin
embargo, el porcentaje de resistencia reportado en este estudio coincide con los
hallazgos de Wehbeh en Estados Unidos quien describié un rango desconocido
de muestras resistentes a moxifloxacina, ciprofloxacina, gemifloxacina vy
garenoxacina, los cuales pertenecen a la misma familia de compuestos. La
diferencia en estas cifras puede deberse a las diferencias en el numero de
muestras estudiadas asi mismo como el método de analisis utilizado para
determinar los fenotipos de sensibilidad. En los estudios de Wehbeh y Simoes
se utilizé el método de difusion por disco mientras que en esta investigacion se

utilizé el método automatizado Vitek® 2.

La quinupristina/ dalfopristina es la combinacién de dos antibidticos de la familia
de las estreptograminas. El mecanismo de accién se basa en la inhibicion tanto
de las fases iniciales de la sintesis de proteinas, realizada por la dalfopristina,
como de las fases finales del proceso, realizado por la quinupristina (Baudoux et
al., 2007). Los estudios realizados con este antibidtico en S. agalactiae
generalmente reportan a todas las muestras como sensibles. Tal es el caso de
Quiroga (n=62) quien obtuvo resultados de sensibilidad mediante la utilizacion
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de paneles de microdilucion (Quiroga et al., 2008), Borchadt (n=486) utilizando
el método E-test (Borchardt et al., 2006) y Persson quien también utilizd el
método de E-test (n=297) (Persson et al., 2008). Los reportes de resistencia
hacia esta combinacion antimicrobiana son esporadicos. Sin embargo, 6.3% (n=
128) de resistencia reportado en esta investigacion concuerda con el 10% (n=
98) de resistencia que fue reportado por el grupo investigativo de Betriu en
Madrid (Betriu et al., 2004). Similar es el caso de la Nitrofurantoina, la cual tiene
una tasa del 15% de resistencia en este estudio que resulta mayor a los
porcentajes presentados por Simoes y Quiroga que reportan indices de 3.8% (n=
52) (Simoes et al., 2004) y 1.7% (n=62) (Quiroga et al., 2008) respectivamente.
Al igual que en los casos de los antibidticos descritos anteriormente, la variacion
en los indices de resistencia puede deberse tanto al numero de muestras
estudiadas como en el método utilizado para determinar el fenotipo de

susceptibilidad.

La ausencia de bacterias con fenotipos de resistencia a linezolid, vancomicina y
tigeciclina es comun en S. agalactiae y coincide con los resultados obtenidos por
Borchardt (n=486) en el caso de linezolid y vancomicina (Borchardt et al., 2006),
Simoes (n=52) para vancomicina (Simoes et al., 2004), Persson (n=297) para
vancomicina y linezolid (Persson et al., 2008), Betriu (n= 98) para tigeciclina
(Betriu et al., 2004) y Quiroga (n=62) para linezolid y vancomicina (Quiroga et
al., 2008) por lo que se puede concluir que la bacteria tiene sensibilidad
intrinseca a estos tres agentes antibioticos, por lo que el tratamiento o profilaxis
utilizando uno de estos tres agentes antibiéticos deberia resultar efectivo.

El Unico antibidtico en el cual predomina el fenotipo de resistencia es con la
tetracicilina. Se ha descrito que S. agalactiae tiene un alto nivel de resistencia a
tetracicilina, razon por la cual existen investigaciones en las que se reporta que
todas las muestras son fenotipicamente resistentes a este antibiotico (Duarte et
al., 2005). En esta investigacion la tasa de resistencia a tetracicilina fue de 70.5%
(n= 129), cifra que se asemeja a los resultados obtenidos por Persson y Betriu
quienes reportan indices de resistencia del 68% (n=297) (Persson et al., 2008),
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89.8% (n=98) (Betriu et al., 2004) respectivamente. Por lo que se puede
establecer que el microorganismo es poco sensible a este antibidtico en
particular y el mismo no podria ser utilizado en el tratamiento de pacientes.

5.5 Fenotipo MLSg

Del total de muestras analizadas, 38 exhiben un comportamiento de resistencia
MLSg o MLS. El fenotipo MLS constitutivo o cMLS, caracterizado por presentar
resistencia tanto a eritromicina como a clindamicina, es el mas predominante con

un total de 28 muestras (Figura 22).

En los reportes obtenidos por el sistema Vitek® 2, no se encontré ninguna
muestra con el fenotipo MLS inducible o iMLS. Por otro lado, seis de las muestras
presentaron el fenotipo MLS M caracterizado por presentar resistencia a
eritromicina y sensibilidad a clindamicina. Mientras que el fenotipo MLS L, que
se presenta con sensibilidad a eritromicina y resistencia a clindamicina, fue
encontrado en cuatro muestras. La distribucidn de los genes encontrados segun

cada fenotipo MLS se encuentran descritos en Tabla 7.
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Figura 22. Diagrama de distribucion del fenotipo MLS entre las muestras
analizadas.
Tabla 7.
Genes de resistencia identificados segun el fenotipo de resistencia presentado.
Numero
Fenotipo total de mreA ermB mreA + ermB
muestras
cMLS 28 22 (78.6%) 25 (89.3%) 20 (71.4%)
L 2 (50%) 1(25%) 1(25%)
M 6 (100%) 5 (83.3%) 5 (83.3%)
Sensibles 91 35 (38.5%) 6 (6.6%) 4 (4.4%)

El fenotipo MLSg se refiere a la capacidad que posee un microorganismo para

desarrollar resistencia a tres familias de antibidticos diferentes: macroélidos,

lincosamidas y estreptograminas B. Estos tres grupos de agentes antibiéticos

son quimicamente diferentes, pero tienen un mecanismo de accién similar, por

lo cual la resistencia a uno de ellos puede implicar el desarrollo de resistencia a

los otros (Van Hoek et al.,, 2011). Este fenotipo fue inicialmente descrito en
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Staphylococcus aureus pero ha sido analizado en otras especies incluyendo

Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae.

El fenotipo se puede expresar de cuatro formas diferentes: Constitutivo
(resistencia a eritromicina- resistencia a clindamicina), inducible (resistencia a
eritromicina- resistencia inducida a clindamicina), M (resistencia a eritromicina-
sensibilidad a clindamicina) y L (sensibilidad a eritromicina- resistencia a
clindamicina) (Sasirekha et al., 2014). En este estudio el fenotipo predominante
es cMLS con un total de 28 muestras (n= 38), resultados que se asemejan con
los obtenidos en otros estudios. Tal es el caso de Sadaka, Dutra, Tazi, Hraoui y
Hsueh quienes reportan 6 (n=12) (Sadaka et al., 2017), 13 (n=18) (Dutra et al.,
2014), 50 (n=81) (Tazi et al., 2007) , 79 (n=90) (Hraoui, Boutiba- Ben, Rachdi,
Slim, & Redjeb, 2012), 63 (n=107) (Hsueh et al., 2001) respectivamente.

No obstante, la ausencia de muestras que presenten el fenotipo iIMLS no es
comun. Algunas investigaciones reportan al fenotipo inducible como
predominante por sobre las otras tres variaciones (Sherman, Whitehead,
Blondel- Hill, Wagner, & Cheeptham, 2012) mientras que otras reportan haber
encontrado unicamente una o dos muestra expresando esta variante (Sadaka et
al., 2017). El método automatizado, Vitek® 2 ha sido estudiado para comprobar
su efectividad en la deteccion del fenotipo MLSB en S. agalactiae. Una
investigacion concluy6é que el método solo tiene el 94.4% de eficiencia en
comparacion con el método rutinario de discos de difusion (Tang et al., 2004) al
contrario de otra que establecié una efectividad del 36% en comparacion con el
meétodo de difusion de doble disco (Tazi et al., 2007). Sin embargo, considerando
que el reporte de resultados entregados por este sistema tiene un area destinada
unicamente para el reporte del fenotipo de resistencia inducible a clindamicina
(Anexo 2) y el hecho de que en las dos investigaciones dedicadas a la
comprobacién del sistema Vitek® 2 citadas, si se reporta la presencia de
muestras expresando el fenotipo inducible, se han tomado los resultados
obtenidos como efectivos. Aunque podria realizarse una prueba de difusion de

doble disco para confirmar los resultados.
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El fenotipo M se ha descrito como prevalente en muestras de GBS. En las
investigaciones publicadas por De Francesco, Azavedo, Sherman, Tazi y Hsueh
quienes reportan un total de muestras de 29 (n=58) (De Francesco, Caracciolo,
Gargiulo, & Manca, 2012), 4 (n=32) , 10 (n=158) (Sherman et al., 2012), 6
(n=110) (Tazi et al., 2007) y 17 (n=124) (Hsueh et al., 2001) respectivamente.

Resultados que se asemejan con las 6 (n=38) encontradas en esta investigacion.

La variante fenotipica L, es tan esporadica en S. agalactiae, que la mayoria de
estudios reporta total ausencia de la misma. Sin embargo, las 4 (n=38) muestras
que presentan este fenotipo en este estudio concuerdan con los resultados
presentados por Gygax y Azavedo quienes encontraron un total de 6 (n=222)
(Gygax et al., 2006) y 1 (n=33) (Azavedo, McGavin, Duncan, Low, & McGeer,
2001) respectivamente. Confirmando asi que, si bien la presencia del fenotipo L
no es tan comun como las otras tres variantes, el microorganismo si puede
presentarlo por lo que no debe ser descartado en los analisis de susceptibilidad.
Los fenotipos MLSg se encuentran codificados por un grupo de genes
estrechamente relacionados que suelen actuar en conjunto para codificar la
resistencia cruzada. Entre este grupo de genes, uno de los mas destacados es
el gen ermB y es uno de los mas comunmente identificados en GBS. Este gen
codifica para la proteina 23S rRNA metilasa, la misma que altera el sitio diana
de los agentes antibioticos, es por esto que se asocia al gen con todas las
variantes de los fenotipos MLSg (Gygax et al., 2006). En esta investigacion las
incidencias del gen ermB solo en muestras resistentes a eritromicina y
clindamicina fueron de 84% y 82% respectivamente (Figura 23 y Figura 24)

distribuidos en los fenotipos MLSg segun se especifica en Tabla 7.
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Incidencia del gen ermB en muestras
resistentes a eritromicina

® Positivo

= Negativo

Figura 23. Porcentajes de incidencia del gen ermB en muestras fenotipicamente

resistentes a eritromicina.

Incidencia del gen ermB en muestras
resistentes a clindamicina
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m Negativo

Figura 24. Porcentajes de incidencia del gen ermB en muestras fenotipicamente

resistentes a clindamicina.

Debido a que los antibiéticos pertenecientes al grupo MLSg tienen un mecanismo
de accién similar, la presencia del gen ermB puede conferir resistencia a todos
ellos puesto que la proteina metilasa modificara la diana inhibiendo la accion de
los tres grupos de agentes antibioticos independientemente de su estructura
quimica. Es por esto que se ha asociado al gen ermB con la expresion del
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fenotipo MLS constitutivo, inducible y M (Gygax et al., 2006). El indice de 89.3%
de presencia del gen reportado en este estudio concuerda con los resultados de
los de los grupos cientificos de Florindo, Duarte y Azavedo quienes reportan que
el gen fue principalmente encontrado en muestras que expresaban el fenotipo
MLS constitutivo (Florindo et al., 2010) (Duarte et al., 2005) (Azavedo et al.,
2001). Sin embargo, el fenotipo MLS constitutivo también se encuentra asociado
con otro gen denominados ermA el cual es homologo al gen ermB y también
codifica para una proteina metilasa (Nakamura et al., 2011). Al igual que ermB,
este gen se asocia también con el fenotipo MLS inducible y con la resistencia
unica a eritromicina. No obstante, a pesar de que este gen si puede ser
encontrado en Streptococcus agalactiae, no es tan comun como el gen ermB
(Duarte et al., 2005). Dado a que existen tres muestras que expresan el fenotipo
constitutivo, pero no contienen el gen ermB, se puede establecer que poseen

otro mecanismo de resistencia que puede estar codificado por el gen ermA.

El fenotipo M se encuentra generalmente asociado con un gen denominado
mefA/E, el mismo que codifica para una bomba de flujo activa de resistencia a
macrolidos de 14 y 15 atomos (Florindo et al., 2010). En este estudio se encontro
que el gen ermB se encuentra presenta en 5 (83.3%) de las seis muestras que
se presentan el fenotipo M. A pesar de que el gen ermB generalmente no se
asocia con esta variante fenotipica, si se han presentado casos en los que se
obtiene muestras que amplifican tanto para el gen ermB como el gen mefA/E (De
Francesco et al., 2012). Existen reportes de ausencia total del gen mefA/E en
muestras de S. agalactiae en la zona de Brasil, por lo que se explica al fenotipo
M por la presencia del gen ermB (Duarte et al., 2005). Cabe recalcar que las seis
muestras que expresaron el fenotipo M tuvieron amplificacidén para el gen mreA,
el mismo que también se ha descrito como codificante para un sistema de eflujo
contra macrolidos de catorce y quince atomos (Oday et al., 2015), por lo que
también podria explicar la presencia de las muestras con esta variacion

fenotipica.
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El gen ermB solo estuvo presente en una de las cuatro muestras que presento
el fenotipo L, asi mismo como en seis muestras sensibles tanto a eritromicina
como a clindamicina. Debido a que el fenotipo L se basa en la sensibilidad a
eritromicina y resistencia a clindamicina, esta se encuentra asociada al gen
denominado LinB originalmente identificado en Enterococcus faecium (Gygax et
al., 2006) y es esporadico en S. agalactiae. Sin embargo, la presencia del gen
ermB tanto en la muestra de fenotipo L como en las seis muestras sensibles a
eritromicina y clindamicina puede deberse a bajos niveles de expresion del
mismo, mecanismos de regulacion genética no especificados o transferencias
incompletas dado a que los genes ermB, ermA y mefA/E se encuentran
codificados en elementos genéticos moviles (Hawkins, Chochua, Jackson, Beall,
& McGee, 2014).

El gen mreA es menos especifico que el gen ermB en relacion con el fenotipo
MLSg. Si bien este gen fue descrito como codificante para un eflujo de resistencia
a macrolidos (Clancy et al., 1997) varios reportes han descrito la presencia del
gen mreA en muestras sensibles a eritromicina (Duarte et al., 2005) e incluso
hay reportes de que dicho gen actua como ‘housekeeping’. La presencia de
mreA en muestras resistentes a eritromicina fue del 78% (Figura 25) sin
embargo, también fue encontrado en 38.5% de muestras sensibles al antibiotico
(Tabla 7).
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Incidencia del gen mreA en muestras
resistentes a eritromicina

® Positivo

m Negativo

Figura 25. Porcentajes de incidencia del gen mreA en muestras fenotipicamente

resistentes a eritromicina.

La presencia del gen mreA por si solo no es capaz de explicar la resistencia a
eritromicina presentada por GBS. No obstante, el 71.4% de incidencia que el gen
tuvo en conjunto con ermB en las muestras expresando el fenotipo MLS
constitutivo, asi mismo como el 100% de incidencia que se encontr6é en las
muestras que expresaron el fenotipo M sugieren que el gen si codifica para un
mecanismo de resistencia a eritromicina. Si fuese asi, la presencia del mreA en
las muestras sensibles a este antibidtico podria verse explicado por los reportes
que indican que los eflujos activos de resistencia bacterianos también tienen
funciones fisiolégicas en los mecanismos de respuesta a sefiales ambientales
(Sun, Deng, & Yan, 2014). Ademas de que podrian tener roles en la regulacion
hormonal y en la patogenicidad del microorganismo (Piddock, 2006). Aun asi,
segun los resultados de esta investigacion, se puede establecer que el gen ermB
explica mejor y esta mas relacionado con la resistencia a eritromicina y el

fenotipo MLSg, que el gen mreA en Streptococcus agalactiae.
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5.6 Incidencia retrospectiva de Streptococcus agalactiae en base al gen de

identificacion scpB

Del total de muestras analizadas, la mayor incidencia del gen scpB se presenta
en los afnos 2014 y 2016 con un total de 35 positivas, correspondientes al 97.2%.
En estos dos afios también se obtuvo una muestra negativa, correspondiente al
restante 2.8% (Figura 26).

No se obtuvo ningun resultado negativo de las muestras pertenecientes al afo
2012, por lo que el 100% presento6 el gen scpB. En el ano 2013, se obtuvieron
21 muestras positivas, representando el 95.5%, y una sola muestra negativa que
corresponde al restante 4.5%. La situacion es diferente en el afio 2015, donde
se encontraron 30 muestras positivas correspondientes al 93.7% y el restante

6.3% corresponden a dos muestras que no tuvieron amplificacion.
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Figura 26. Distribucion del gen scpB por afio.

El desarrollo de enfermedades invasivas causadas por S. agalactiae se vio
drasticamente reducida después de que el Colegio Americano de Obstetras y

Ginecologos (American College of Obstetricians and Gynecologists) presentaron
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directrices oficiales para la prevencién de infecciones tempranas en neonatos.
Sin embargo, esta medida no tuvo efecto en la incidencia de infecciones tardias
(Verani et al., 2010). Esto podria deberse en parte a que las infecciones
neonatales pueden controlarse mediante dosificacion de compuestos
antibidticos intraparto, esta medida no tiene efectividad en la prevencién de la
colonizacion y transmision del microorganismo. Dado a que el mismo puede

provenir de otras vias o focos infectivos.

La gran mayoria de los pacientes que se encuentran colonizados por GBS son
completamente asintomaticos, por lo que los examenes clinicos para la
deteccidn suelen solo ser rutinarios en mujeres embarazadas o pacientes en los
que ya se presentan sintomas de un proceso infectivo. Segun los resultados de
esta investigacidon se puede establecer que la incidencia de Streptococcus
agalactiae no se ve considerablemente modificada desde el afio 2012 hasta el
afno 2016. A pesar de que no existen estudios que detallen la incidencia del
microorganismo hasta 2016, el resultado de esta investigacion es similar al
obtenido por el equipo cientifico de Crespo en la zona de México quienes
reportan haber obtenido tres veces mas de casos confirmados en el periodo de
entre 2004 a 2012, que en entre el afio 1994 hasta 2001 (Crespo et al., 2014a).

Estos resultados concuerdan con los indices encontrados en la zona de Reino
Unido que muestra un incremento en la incidencia de infecciones tempranas y
tardias desde el 2001 hasta el 2009 (Group B Strep Support. GBSS, 2015a).
Ademas, la incidencia de 127 muestras confirmadas como GBS en el periodo de
cinco afnos reportados en esta investigacion, se asemeja al estudio retrospectivo
de Chaiwarith realizado en la zona de Tailandia, quien reporté un total de 197
muestras positivas en un periodo de cuatro afos, las mismas que representaron
un incremento en la incidencia de GBS durante este periodo (Chaiwarith et al.,
2011). Sin embargo, la incidencia encontrada en este estudio es distinta a las 69
muestras que fueron encontradas en la zona de Atenas, Grecia durante un

periodo de cinco afos (Falagas, Rosmarakis, Avramopoulos, & Vakalis, 2006).
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Es importante mencionar que los resultados encontrados no son inferenciales
por lo que no permiten conclusiones en poblaciones mas grandes debido a que

las muestras provienen de un muestreo no aleatorio.

5.7 Incidencia retrospectiva de fenotipos y genotipos de resistencia a

eritromicina y clindamicina

5.7.1 Incidencia retrospectiva de resistencia a eritromicina en relacién a los

genes mreAy ermB

La variacidon en la resistencia a eritromicina se ve incrementada desde el afo
2012 hasta el afio 2014, donde las muestras resistentes alcanzan el 38.2%
(Figura 27). Sin embargo, hay una reduccion del 9.2% en el afio 2015 donde las
muestras resistentes representan al 29% pero se reduce en 6.8% segun los
datos de 2016.
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Figura 27. Distribucion del fenotipo de susceptibilidad a eritromicina por afio

Del total de muestras analizadas, la mayor incidencia del gen mreA se presento
en el ano 2014 con un total de 24 muestras positivas, correspondientes al 66.6%.
Mientras que las 12 muestras negativas, representan el 33.3% (Figura 28).
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En el afo 2012, se obtuvieron unicamente dos muestras positivas mientras que
las restantes cuatro no presentaron el gen de resistencia, lo que corresponde al
33.3% y 66.6%, respectivamente. En el afio 2013, 15 de las veinte y dos
muestras presentaron el gen mreA, representado el 68.2%. Las restantes siete

con resultado negativo representan el 31.8%.

En el caso de los afios 2015 y 2016, la presencia del gen mreA se vio reducida
en comparacion con el afio 2014. Con un total de 11 y 15 muestras positivas,
correspondientes al 34.4% y 41.7%, respectivamente.
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Figura 28. Distribucion del gen mreA por afio

En el caso del gen ermB, en todos los afios predominaron los resultados
negativos. Sin embargo, las mayores incidencias del gen se obtuvieron en el afio
2014 y 2016 con un total de catorce y diez muestras positivas (Figura 29),
representando el 38.9% y el 27.8%, respectivamente.

En el ano 2012, solo una muestra fue positiva representando el 16.6%. Similares
resultados fueron encontrados para los afios 2013 y 2015, donde se obtuvieron
cinco y diez muestras positivas, las mismas que representan el 22.7% y 25%

respectivamente.
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Figura 29. Distribucion del gen ermB por afio

5.7.2 Incidencia retrospectiva de resistencia a clindamicina en relaciéon con

el gen ermB

La resistencia se ve incrementada desde el afio 2012 al 2014 en 21.5%, donde
las muestras resistentes alcanzan un porcentaje de 38.2% (Figura 30). Sin
embargo, desde este afio, la incidencia de muestras resistentes a clindamicina
disminuye en un 5.9% en relacion al ano 2015 y en un 16% en relacion al afo
2016.
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Figura 30. Distribucion del fenotipo de susceptibilidad a clindamicina por afo.

En base a los reportes globales que indican el incremento en la resistencia a
eritromicina y clindamicina por parte de Streptococcus agalactiae (Schoening et
al., 2005), en esta investigacion se determiné la incidencia de muestras
resistentes a ambos antibidticos en los cinco afios estudiados y su relacion con
la incidencia de los genes que confieren la resistencia a los dos agentes

microbianos.

A pesar de que en esta investigacion se puede observar cierto nivel de variacion
entre las tasas de incidencia de resistencia fenotipica, el analisis de varianza
ANOVA confirma que las diferencias no son estadisticamente significativas
(Tabla 8) entre eritromicina y clindamicina desde 2012 hasta 2016. Resultado
que es similar con el obtenido en un estudio en la zona de Australia, donde si
bien se encontraron muestras con resistencia fenotipica tanto a eritromicina
como a clindamicina, no se determind que la diferencia fuese estadisticamente
significativa entre los dos agentes antibidticos en dos periodos de tiempo
(Garland et al., 2011). No obstante, en esta investigaciéon no se analizé la
varianza en dos periodos de tiempo dado que las muestras estudiadas

corresponden a un periodo de cinco afos consecutivos.
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Tabla 8.
Anélisis de varianza (ANOVA) de un factor
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

ERITRO 5 8 16 0.185

CLINDA 5 10.9 2.18 0.727

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F|
Entre grupos 0.841 1 0.841 1.844298246 0.2115068 5.317655072
Dentro de los grupos 3.648 8 0.456

Total 4.489 9

Las incidencias de muestras resistentes a eritromicina y clindamicina siguen el
mismo patron que la incidencia de resultados positivos para el gen de resistencia
ermB (Figuras 26, 28 y 29). El gen ermB esta mas relacionado con el fenotipo
MLS y también explica mejor la resistencia a eritromicina que el gen mreA. Por
otro lado, los resultados positivos del gen mreA no coinciden con el patron de
incidencia de muestras resistentes a eritromicina. Este gen no puede por si solo
explicar la resistencia al antibiotico macrdélido (Oday et al., 2015) pero si puede
estar relacionado tanto con una porcion de resistencia como con funciones

fisioloégicas del microorganismo (Sun et al., 2014).

Si bien estos resultados no muestran una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a la diferencia de los patrones de resistencia a eritromicina
y clindamicina a través de un periodo de cinco afos, si se puede confirmar el
incremento inminente de muestras no susceptibles a estos dos agentes
antibiéticos. Considerando que la resistencia a estos compuestos se encuentra
codificada en elementos genéticos moviles, se puede establecer que la
incidencia de muestras con resistencia a ambos antimicrobianos se vera
incrementada con el paso del tiempo con posibilidad de cruce inter-especie e
inter-género (Varaldo, Montanari, & Giovanetti, 2009).

Hasta la actualidad, la eritromicina y la clindamicina constituyen una forma de
tratamiento alternativo para pacientes que presentan enfermedades invasivas,
infecciones o colonizaciones a causa de GBS, pero en base a los resultados

tanto de esta investigacion como varios resultados previos, se puede concluir
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que las directrices oficiales de tratamiento deben ser revisadas vy
preferiblemente, modificadas. En caso de no ser asi, las muestras deberian ser
sometidas a antibiogramas especificos previa la dosificacion de uno de estos
compuestos antibidticos en casos de pacientes diagnosticados con cuadros
clinicos causados por Streptococcus agalactiae.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El gen scpB se encuentra altamente conservado entre las cepas de
Streptococcus agalactiae y la ausencia del mismo en muestras de Escherichia
coliy Staphylococcus aureus indicando que este gen es unico para esta especie
por lo que puede ser utilizado como identificador de diagndstico.

El gen scpB resulta efectivo para la identificacion de Streptococcus agalactiae
independientemente del tipo de muestra de origen humano que se esté
analizando y entrega resultados de forma mas precisa y rapida que el método
‘gold standard’.

A pesar de que el gen mreA no se encuentra completamente asociado a la
resistencia a eritromicina, el mismo no puede ser descrito como un gen
‘housekeeping’ debido a que no encuentra en todas las cepas de Streptococcus

agalactiae.

El gen ermB se encuentra mas relacionado con la resistencia a eritromicina y el

fenotipo MLSg que el gen mreA en Streptococcus agalactiae.

El gen mreA por si solo no puede explicar la resistencia a eritromicina, pero
existe la posibilidad de que su presencia en muestras sensibles al macrolido se
deba a que el gen cumple funciones fisioldgicas en el microorganismo como lo

indican evidencias recientes sobre los eflujos activos de resistencia.

El incremento en la resistencia de Streptococcus agalactiae a eritromicina y
clindamicina es inminente por lo que las muestras deben ser sometidas a
antibiogramas especificos para los dos agentes antibidticos previa su

dosificacion.
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6.2 Recomendaciones

El analisis del gen scpB en muestras previamente descritas como Streptococcus
agalactiae comprobd su efectividad y su sensibilidad como factor de
identificacion para el microorganismo. Sin embargo, se recomienda realizar el
estudio de forma comparativa y simultanea con el método de cultivo para obtener
tasas de sensibilidad y especificidad sobre el método a base de PCR.

En el caso de los analisis retrospectivos, se recomienda estandarizar el numero
de muestras que se obtienen por afo, con el fin de reducir el sesgo estadistico

y obtener resultados mas certeros en cuanto a las incidencias anuales.

En este estudio, se seleccionaron los genes mreA y ermB debido a que son los
que se encuentran con mayor frecuencia en muestras de Streptococcus
agalactiae. No obstante, para comprobar completamente el fenotipo MLSg, se

recomienda identificar los genes ermA, mefA/E 'y LinB.

Para comprobar el incremento de resistencia a eritromicina y clindamicina de una
forma mas amplia, se recomienda tomar muestras de Streptococcus agalactiae
en dos periodos de tiempo no consecutivos con el fin de establecer una
comparacion sobre la varianza de los promedios obtenidos entre los dos
periodos de investigacion.

En base a los resultados de esta investigacion, se recomienda mantener una
vigilancia continua sobre el desarrollo de resistencia antimicrobiana desarrollada

por Streptococcus agalactiae a futuro.
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Anexo 1

Reporte de infecciones por Streptococcus agalactiae por rangos de edad desde
1999 hasta 2010 (Louisiana Office of Public Health, 2011).
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Anexo 2

Ejemplo de reporte de sensibilidad entregado

Biomériux®.

por el sistema Vitek 2 de
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Ampicilina <= 0,25 S Quinupristina/Dalfopristina <= 0,25 S
Oxacilina Linezolid 1 S
Gentamicina de nivel alto (sinergia) Vancomicina <=05 S
Estreptomicina de nivel alto (sineraia) Tetraciclina <=1 S
Gentamicina Tigeciclina <=0,12 S
Ciprofloxacino <=0,5 S Nitrofurantoina <= 16 S
Levofloxacino <=0,12 S Rifampicina
Moxifloxacino <= 0,25 S Trimetoprima/Sulfametoxazol
Resistencia inducible a clindamicina o

Conclusiones de AES

Nivel de confianza:
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Anexo 3

Conjunto completo de muestras analizadas en el estudio en orden cronolégico.

No. | Aio | Cddigo Mes Edad Tipo de Muestra

1 2012 1563 Febrero 8 Secrecion Vaginal

2 2012 8059 Septiembre 48 Secrecion Uretral

3 2012 8137 Septiembre 13 Secrecion Vaginal

4 2012 8497 Septiembre 22 Orina

5 2012 9703 Octubre 55 Secrecion Vaginal

6 2012 9871 Octubre 85 Tejido Blando Cotilo
7 2013 3472 Abril 88 Secrecion Rinofaringea
8 2013 3943 Mayo 40 Secrecion Vaginal

9 2013 4791 Junio 29 Secrecion Vaginal
10 | 2013 5073 Junio 37 Secrecion Vaginal
11 | 2013 5634 Junio 26 Lesion de Pierna

12 | 2013 6130 Julio 35 Secrecion Uretral
13 | 2013 6374 Julio 61 Secrecion Vaginal
14 | 2013 6471 Julio 23 Secrecion Vaginal
15 | 2013 6495 Julio 52 Secrecion Vaginal
16 | 2013 8481 Septiembre 50 Secrecion Vaginal
17 | 2013 8499 Octubre 54 Secrecion Vaginal
18 | 2013 8513 Octubre 58 Secrecion Vaginal
19 | 2013 8835 Octubre 10 Secrecion Vaginal
20 | 2013 9083 Octubre 16 Secrecion Vaginal
21 | 2013 9337 Octubre 40 Secrecion Vaginal
22 | 2013 9613 Noviembre 24 Secrecién Vaginal
23 | 2013 10091 | Noviembre 52 Secrecion Vaginal
24 | 2013 9404 Noviembre 11 Secrecion Vaginal
25 | 2013 6364 Julio 35 Secrecion Vaginal




26 | 2013 5896 Julio 35 Secrecion Uretral
27 | 2013 10973 | Diciembre 22 Secrecién Vaginal
28 | 2013 11006 | Diciembre 52 Secrecion de Prepucio
29 | 2014 61 Enero 38 Secrecion Vaginal
30 | 2014 418 Enero 27 Secrecion Vaginal
31 | 2014 475 Enero 28 Secrecion Vaginal
32 | 2014 676 Enero 28 Secrecion Vaginal
33 | 2014 824 Enero 58 Secrecion Vaginal
34 | 2014 956 Febrero 22 Secrecion Vaginal
35 | 2014 1157 Febrero 4 Secrecion Vaginal
36 | 2014 1113 Febrero 41 Secrecion Vaginal
37 | 2014 1502 Febrero 28 Orina

38 | 2014 2049 Marzo 13 Absceso de Pierna
39 | 2014 2452 Marzo 52 Urocultivo

40 | 2014 2761 Marzo 46 Secrecion Vaginal
41 2014 2834 Marzo 36 Liquido Seminal

42 | 2014 3365 | Abril 22 Orina

43 | 2014 3759 Abril 57 Secrecion Vaginal
44 | 2014 3801 Abril 39 Secrecion Vaginal
45 | 2014 3915 Abril 48 Secrecion Vaginal
46 | 2014 4131 Mayo 20 Secrecion Vaginal
47 | 2014 4554 Mayo 13 Secrecion Vaginal
48 | 2014 5715 Junio 27 Secrecion Vaginal
49 | 2014 6356 | Junio 32 Orina

50 | 2014 6505 Julio 30 Secrecion Vaginal
51 | 2014 6831 Julio 40 Secrecion Vaginal
52 | 2014 6480 | Julio 22 Orina

53 | 2014 6889 Julio 37 Secrecion Vaginal
54 | 2014 7563 Julio 30 Secrecion de Glande
55 | 2014 8438 Agosto 30 Secrecion Peneana




56 | 2014 8459 Agosto 18 Secrecion Peneana
57 | 2014 9186 Septiembre 60 Secrecion Vaginal
58 | 2014 9417 Septiembre 11 Secrecion Vaginal
59 | 2014 9654 Septiembre 10 Secrecion Vaginal
60 | 2014 9799 Septiembre 24 Secrecion Vaginal
61 | 2014 10279 | Octubre 37 Secrecion Peneana
62 | 2014 10527 | Octubre ND Orina

63 | 2014 11642 | Noviembre 25 Secrecion Vaginal
64 | 2014 9410 | Diciembre 68 Orina

65 | 2015 801 Enero 32 Orina

66 | 2015 1661 Febrero 52 Orina

67 | 2015 1744 Febrero 30 Orina

68 | 2015 1778 Febrero 80 Orina

69 | 2015 1823 Febrero 38 Secrecion Vaginal
70 | 2015 2433 Febrero 19 Orina

71 | 2015 2249 Febrero 11 Secrecion Vaginal
72 | 2015 2262 Febrero 26 Orina

73 | 2015 2578 Febrero 28 Hisopado Rectal
74 | 2015 2925 Marzo 22 Orina

75 | 2015 2042 Marzo 27 Secrecion Vaginal
76 | 2015 3003 Marzo 46 Secrecion Vaginal
77 | 2015 3182 Marzo 31 Orina

78 | 2015 5792 Mayo 37 Secrecion Vaginal
79 | 2015 6673 Mayo 35 Secrecion Vaginal
80 | 2015 6713 Mayo 51 Secrecion Vaginal
81 | 2015 6847 Mayo 68 Liquido Seminal
82 | 2015 6906 Junio 34 Secrecion Vaginal
83 | 2015 8779 Julio 28 Orina

84 | 2015 9071 Julio 27 Secrecion Vaginal
85 | 2015 9455 Julio 37 Secrecion Vaginal




86 | 2015 12032 | Octubre 36 Secrecion Vaginal
87 | 2015 13816 | Noviembre 24 Liquido Seminal
88 | 2015 13822 | Noviembre 31 Secrecion Vaginal
89 | 2015 14354 | Noviembre 36 Secrecion Vaginal
90 | 2015 14383 | Noviembre 66 Orina

91 | 2015 15289 | Noviembre 15 Secrecion Vaginal
92 | 2015 15507 | Diciembre 47 Secrecion Vaginal
93 | 2015 15659 | Diciembre 27 Secrecion Vaginal
94 | 2015 16092 | Diciembre 49 Secrecion Vaginal
95 | 2015 16160 | Diciembre 84 Secrecion Vaginal
96 | 2015 16637 | Diciembre 62 Secrecion Vaginal
97 | 2016 214 Enero 33 Secrecion Vaginal
98 | 2016 715 Enero 30 Secrecion Vaginal
99 | 2016 80 Febrero ND ND

100 | 2016 1705 Febrero 69 Secrecion Vaginal
101 | 2016 1941 Febrero 26 Secrecion Vaginal
102 | 2016 2255 Marzo 41 Secrecion Vaginal
103 | 2016 2788 Abril 24 Secrecion Vaginal
104 | 2016 2874 Abril 40 Secrecion Vaginal
105 | 2016 3200 Abril 67 Secrecion Vaginal
106 | 2016 3999 Mayo 30 Secrecion Vaginal
107 | 2016 3997 Mayo 51 Secrecion Vaginal
108 | 2016 4753 Junio 22 Secrecion Vaginal
109 | 2016 4925 Junio 51 Secrecion Vaginal
110 | 2016 4946 Junio 39 Secrecion Vaginal
111 | 2016 5509 Julio 51 Secrecion Vaginal
112 | 2016 5510 Julio 35 Secrecién Vaginal
113 | 2016 5744 Julio 9 Secrecién Vaginal
114 | 2016 6094 Agosto 39 Secrecion Vaginal
115 | 2016 6275 Agosto 32 Secrecion Vaginal




116 | 2016 6391 Agosto 44 Liquido Seminal
117 | 2016 U5663 | Agosto 25 Orina

118 | 2016 6566 Agosto 19 Amigdala

119 | 2016 6584 Agosto 42 Amigdala

120 | 2016 6897 Septiembre 11 Secrecién Vaginal
121 | 2016 6898 Septiembre 35 Secrecién Vaginal
122 | 2016 6902 Septiembre 66 Secrecién Vaginal
123 | 2016 7241 Septiembre 29 Secrecién Vaginal
124 | 2016 7337 Octubre 51 Secrecién Vaginal
125 | 2016 uU6507 | Octubre 38 Orina

126 | 2016 7604 Octubre 28 Secrecién Vaginal
127 | 2016 7709 Octubre 67 Secrecién Vaginal
128 | 2016 8192 Noviembre 26 Secrecion Vaginal
129 | 2016 8208 Noviembre 46 Secrecion de Glande
130 | 2016 8420 Diciembre 23 Herida Quirurgica
131 | 2016 8641 Diciembre 39 Secrecion de Seno
132 | 2016 8727 Diciembre 30 Secrecion Vaginal









