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Resumen

El Streptococcus agalactiae, también conocido como Streptococcus del grupo B (SGB), es un patdgeno oportunista que
puede causar diversas condiciones clinicas invasivas. La colonizacién por SGB es un fendmeno transitorio que ocurre en
mujeres embarazadas y se asocia con un riesgo aumentado de sepsis neonatal temprana. En este estudio, se comparé
la capacidad de identificacion de SGB entre un método cromogénico y la prueba de CAMP. Se realizé un estudio
observacional, transversal y analitico en mujeres en el tercer trimestre de embarazo. Se utilizé un muestreo de casos
consecutivos y se determiné un tamafo de muestra minimo de 63 pacientes. Se recolectaron muestras de la vagina 'y
region anorrectal y se realizaron pruebas microbioldgicas para identificar SGB. Los resultados mostraron que el método
cromogeénico fue el Unico capaz de detectar a SGB en 7 de 69 pacientes embarazadas. La prevalencia de colonizacion
por SGB fue del 10.14%. Nuestros hallazgos sugieren que el método cromogénico debe ser el método de eleccidn para
identificar SGB en los laboratorios de diagndstico. La prevalencia por SGB encontrada en este trabajo es mayor a la
reportada por otros estudios en México.

Palabras clave: Streptococcus agalactiae; colonizacion; embarazo; diagnéstico microbiolégico.

Antecedentes

El Streptococcus agalactiae o Streptococcus del grupo B (SGB) es un patégeno oportunista que se considera
agente causal de diversas condiciones clinicas invasivas. El desarrollo de una enfermedad invasiva por SGB
esta asociado con la edad, condicidn fisiolégica y estado de inmunidad. Es mas comun en neonatos, mujeres
embarazadas o en puerperio y personas mayores de 65 afios. (Phares et al., 2008) La colonizacion por SGB
es un fenémeno que ocurre de manera transitoria por cambios en el microbiota vaginal que pueden estar
asociados al embarazo. Se define mediante el aislamiento de este organismo en un espécimen proveniente
de vagina, recto o region perianal en cualquier etapa del embarazo.(Russell, Seale, O’Driscoll, et al., 2017) A
nivel mundial se calcula que la colonizacion materna de SGB es cercana al 18%. (Campbell et al., 2000) En
México no se ha definido una cifra, ya que la tasa reportada va de 0.46% a 38.7%. (Gutiérrez et al., 2005;
Trejo & Becerril, 2006)

La colonizacién confiere un riesgo para el desarrollo de sepsis neonatal temprana del 1-2%; sin embargo,
cuando se busca intencionadamente y se administra antibidticoterapia intraparto, dicho riesgo disminuye al
0.08% (Russell, Seale, O’'Sullivan, et al., 2017) El Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia (ACOG)
propone la busqueda intencionada de SGB de la semana 36 hasta antes de la semana 38 de gestacion y
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posteriormente, utilizar antibiéticoterapia intraparto. (“Prevention of Group B Streptococcal Early-Onset
Disease in Newborns: ACOG Committee Opinion, Number 797,” 2020) Esta busqueda se recomienda realizar
mediante hisopado vaginal y anorrectal segin el método definido por la American Society of Microbiology
(ASM), el cual muestra una sensibilidad del 100%. (El Aila et al., 2010; Filkins et al., 2020b; Towers et al.,
2010)

En México, cuando un espécimen de esta naturaleza llega a un laboratorio de microbiologia, el método
habitual para identificar SGB se basa en el uso de medios de cultivo enriquecidos, como puede ser el agar
sangre de carnero, para identificar colonias betahemoliticas y posteriormente aplicar pruebas fenotipicas
como el método de CAMP. Sin embargo, este procedimiento no es uniformado en todos los laboratorios, lo
cual puede explicar las discrepancias reportadas por la literatura. (Gutiérrez et al., 2005; Trejo & Becerril,
2006) La ASM contempla que los laboratorios de diagndstico agreguen un medio selectivo, como el Todd-
Hewitt, con el objetivo de inhibir a la microbiota normal del tracto reproductivo y subcultivar a un medio
cromogénico especifico para SGB. (Filkins et al., 2020) Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la capacidad de identificacion de SGB de un método cromogénico en comparacion con la prueba
de CAMP.

Figura 1. Agar cromogénico Strep B (CHROMagar™) inoculado con un espécimen vaginorectal obtenido de paciente en el tercer trimestre del
embarazo. Las colonias color malva son Streptococcus agalactiae.

Material y Métodos

DISENO DEL ESTUDIO.

Estudio observacional, transversal y analitico de prueba diagndstica.
POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA PARA EL ESTUDIO.
Poblacion

Mujeres en el tercer trimestre de embarazo que se atendieron en el Centro Estatal de Tamizaje Oportuno,
departamento adjunto al Hospital de Especialidades Materno-Infantiles de Ledn, asi como del centro de salud:

Muestreo
Se realizé un muestreo de casos consecutivos en las pacientes que cumplieron con los criterios de seleccion.

Calculo de tamaino de muestra.

Se determiné un tamafio minimo de muestra de 63 pacientes al considerar una prevalencia de SGB del 18%,
una sensibilidad para el método de CAMP de 0.97 y una especificidad de 0.90. Se establecid una confianza
estadistica de 0.95 y una potencia de 0.80.
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Criterios de elegibilidad

Criterios de Inclusién

Mujeres embarazadas, mayores de 18 afos atendidas en el tercer trimestre hasta antes de la semana 38 de
gestacion, con firma previa del consentimiento informado correspondiente.

Criterios de no Inclusién

Pacientes con ruptura prematura de membranas, insuficiencia cervical y que cuenten con cerclaje o pesario,
que presenten malformaciones vaginales. Pacientes que hayan recibido antibiéticos en los 14 dias previos a
la toma de la muestra.

Criterios de exclusiéon

Mujeres que durante el proceso de la toma del espécimen se observe evidencia de sangrado. Pacientes que
hayan firmado previamente el consentimiento informado y decidieron no participar en el estudio antes de
tomar el espécimen. Pacientes que al momento de la toma del espécimen reportaron el uso de productos de
aseo vaginal.

Variables

Variable dependiente

Colonizacion por S. agalactiae (grupo B de Lancefield).

Variable independiente

Método de identificacién empleado (prueba de CAMP o medio cromogénico)

Variables secundarias

Embarazos previos, tipo de tratamiento actual, niumero de parejas sexuales, numero de bafios a la semana,
tipo de infeccion previa en el embarazo, uso de antibiéticos durante el embarazo.

Variables antropométricas y sociodemograficas

Edad, estatura, peso, IMC en el tercer trimestre del embarazo, calidad de la vivienda.
Métodos clinicos

A las pacientes que cumplieron con los criterios de seleccién se les invitd a participar en el estudio, y se les
explico en que constaba este; posteriormente, se solicitd la firma del Consentimiento Informado. Se
obtuvieron datos mediante una entrevista y de los expedientes clinicos. Los datos recabados se vaciaron en
una hoja de recoleccion de datos. Los investigadores se comprometieron con la salvaguarda de la
confidencialidad de las pacientes.

Obtencion del espécimen

El espécimen se recolectd siguiendo los pasos recomendados por la ASM: 1) El espécimen se obtuvo en el
tercer trimestre antes de la semana 38 de gestacién; 2) se recolecté del tercio inferior de la vagina y
posteriormente, de la regidon anorrectal con un hisopo de dacréon, que después se inoculé en medio de
transporte AMIES con carbén (Ventury TRANSYSTEM® Copan Italia® Brescia, Italia). (Filkins et al., 2020b)
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Métodos microbiolégicos

El espécimen se trasladé al laboratorio de microbiologia y patologia clinica de la Universidad de Guanajuato,
donde se cultivo en caldo Todd-Hewitt (sigma-Aldrich® St.Louis, MO, USA.). El medio inoculado se incubd en
atmosfera capnofilica a 35+2 °C en estufa microbioldgica por 48 horas. Posteriormente a la incubacion, se
subcultivd en medio cromogénico (StrepB, CHROMagar™) en condiciones estandar por 24 horas mas. Al
mismo tiempo se realiz6 una inoculacion en medio de agar sangre (BBD® BBL®,Ciudad de México, México),
se incubd por 24 horas. Las colonias betahemoliticas con morfologia sugestiva cuya prueba de catalasa fue
negativa, se subcultivaron en agar sangre para realizar prueba de CAMP. A los microorganismos identificados
como SGB se les realizé prueba de susceptibilidad a antimicrobianos por método Kirby-Bauer bajo los
lineamientos del Clinic and Laboratory Standards Institute (CLSI). Todo este procedimiento se realizd por
personal capacitado del laboratorio de microbiologia y patologia clinica de la Universidad de Guanajuato.

Andlisis estadistico

Analisis descriptivo

Se realizé segun las variables a evaluar. Para las variables cualitativas se reportaron proporciones y tasas,
mientras que para variables cuantitativas se reportaron medias y desviacion estdndar o mediana y su rango
intercuartilico, segun sea la distribucion de los datos. Se determind la normalidad en la distribucion de los
datos mediante la prueba de Kolmogdrov-Smirnov.

Analisis comparativo

Se realizé una comparacion de manera exploratoria entre las pacientes colonizadas y no colonizadas. Para
las variables cualitativas la comparacién se realiz6 mediante la prueba de ji cuadrado o la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher, segun sea la distribucion de los datos esperados en la tabla de contingencia.
En el caso de las variables cuantitativas se empleo la prueba t de Student para dos muestras independientes
0 su equivalente no paramétrico, la prueba U de Mann-Whitney.

Se realizé un andlisis de utilidad diagndstica para cada uno de los métodos, donde el aislamiento de SGB por
cualquiera de ambos métodos se consideré como el estandar de oro. Con los datos, para el método de
Cromogénico y el de CAMP se realizé el calculo de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP),
valor predictivo negativo (VPN), razén de verosimilitud positiva (LR+), razén de verosimilitud negativa (LR-) y
la prevalencia de colonizacion. Para fines de este estudio, se consideré como significativo un valor p <0.05.
Se empled el paquete estadistico NCSS 2023 (NCSS 2023 Statistical Software (2023). NCSS, LLC. Kaysville,
Utah, USA, ncss.com/software/ncss).

Aspectos éticos y conflictos de interés

El presente protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital de
Especialidades Materno Infantil de Ledn con el folio CEI 15-2021. Este estudio se apega a la normatividad
vigente, la Ley Federal de Salud y el Reglamento en Materia de Investigacion que de ella emana. Asi mismo,
cumple con los lineamientos internacionales plasmados en la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial en su edicion 2013 en la ciudad de Fortaleza, Brasil. El presente estudio se definié como de riesgo
minimo, por lo que se solicitdé el consentimiento informado de las pacientes. Los investigadores vy
colaboradores se comprometieron con la confidencialidad de los datos. Los investigadores declararon no
tener conflictos de intereses.
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Resultados

Se incluyeron 69 pacientes en el estudio con un promedio de edad de 29.65 + 6.38 afios, 24 pacientes (34.8%)
presentaron sobrepeso en el tercer trimestre, el resto de las variables antropométricas se muestran con
detalle en la Tabla 1. Respecto a las caracteristicas clinicas y habitos higiénicos, la mediana de nimero de
embarazos fue 3, el numero de bafios a la semana fueron 7 y para el niUmero de parejas sexuales fue 1. Al
menos 45 pacientes presentaron un episodio de infeccion durante el embarazo actual. La infeccién de vias
urinarias y la cervicovaginitis fueron las mas comunes (18 casos respectivamente); ademas las 45 recibieron
antibioticoterapia durante el episodio infeccioso. En 24 (53.4%) pacientes se reporto el tratamiento antibidtico
empleado; particularmente, seis (13.3%) pacientes recibieron metronidazol y seis (13.3%) pacientes nistatina.
Estos datos y el resto de la informacion se presentan con detalle en la tabla 2.

En la poblacion estudiada se observé una frecuencia de siete (10.1%) casos de colonizacion por SGB. Al
respecto de la susceptibilidad a antimicrobianos, la tasa de resistencia a ampicilina fue de 2 (28.6%) y la
resistencia a eritromicina fue de 2 (28.6%). Los siete aislamientos de SGB fueron totalmente identificados por
el método cromogénico, mientras que el método fenotipico de CAMP no fue capaz de identificar SGB
(p=0.013), estos datos se muestran en la tabla 3. Con estos valores se realizé el analisis de utilidad
diagndstica que mostrd los siguientes resultados para cada uno de los métodos de identificacion: para el
método fenotipico de la prueba de CAMP la sensibilidad fue de 0%, especificidad de 100%, VPP de 0%, VPN
de 89%, LR+ no valorable y LR- de 1; mientras que para el método con medio cromogénico la sensibilidad
fue de 100%, especificidad de 100%, VPP de 100%, VPN de 100%, LR+ infinito y LR- de 0.

Al comparar las variables entre las pacientes colonizadas y las no colonizadas se encontré que la presencia
de obesidad grado | al inici6 del embarazo fue mayor en las pacientes colonizadas (5/7 [71.4%] vs 9/62
[14.5%]; p=0.003). Estos resultados y el resto de variable comparadas por el estatus de colonizacién se
muestran con detalle en la tabla 4.

Discusion

En el presente trabajo donde se realiz6 la busqueda de colonizacion vaginorectal por SGB en mujeres en el
tercer trimestre de embarazo mediante el empleo de dos métodos de laboratorio. El método fenotipico de
CAMP no fue capaz de identificar a un solo SGB en las pacientes; por otro lado, el método cromogénico
permitio la identificacion de siete SGB en 69 especimenes. La tasa de colonizacion por SGB fue del 10.14%,
la cual es mayor a la reportada en estudios anteriores, incluso de la misma regién geografica donde se realizd
el presente trabajo. De manera particular, en el estudio realizado por Romero y colaboradores en un hospital
de ginecologia y pediatria de la ciudad de Leén, Guanajuato, se reportd una tasa de colonizacion de 0.46%
en mujeres embarazadas. La diferencia entre estas tasas puede radicar en que la metodologia utilizada en
el estudio anteriormente mencionado fue diferente a la reconocida actualmente por las guias de la ASM.
(Romero Gutiérrez et al., 2005) Con los resultados obtenidos por ambos métodos se encontré que el método
de CAMP no tiene utilidad diagndstica mientras que el método cromogénico con el nimero de pacientes
evaluadas mostro una sensibilidad y especificidad del 100%. Consideramos que estos resultados son de
relevancia para el proceso de diagndstico de esta condicion en las pacientes, pues los laboratorios de
diagnéstico reciben pocas solicitudes y el método que emplean en términos generales es el método de CAMP.
Lo anterior implica un subdiagndstico y el riesgo de dejar a pacientes descubiertas de antibioticoterapia
profilactica. Los laboratorios de diagndstico microbioldgico, tanto institucionales como privados, deben
incorporar al menos el método cromogénico para poder identificar de manera oportuna a las pacientes
colonizadas. (El Aila et al., 2010; Filkins et al., 2020b; Towers et al., 2010)

Un hallazgo notable en nuestro estudio fue que el 65.2% de las pacientes usaron antibidticos durante su
embarazo; sin embargo, la mayoria no reporté el tipo de antibidtico empleado. De las pacientes que reportaron
el tipo de antibiético empleado, llama la atencion que 8.8% usaron cefalexina indicada para el manejo de
cistitis. Este antibidtico es una cefalosporina de primera generacién que en su espectro incluye a gérmenes
grampositivos como SGB; dado que su mecanismo de accion es semejante al de las penicilinas, su empleo
puede significar presion farmacoldgica que induzca al desarrollo de resistencias a este tipo de farmacos.
(Hayes et al., 2020) Aunado a esto, en nuestro estudio se encontrd resistencia a penicilinas y macrolidos del
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28.6%, lo cual supera el limite de 20% para ser considerados como una opcién de manejo empirico en el
caso especifico de SGB. Esto es concordante con los reportado en un estudio realizado en la ciudad de
Monterrey, Nuevo Ledn donde los perfiles de resistencias de las cepas aisladas son similares al presente
trabajo. (del Carmen Palacios-Saucedo et al., 2022) Como se menciond en lineas anteriores, el uso de
antibiéticos genera presion para el desarrollo de resistencias en grupos bacterianos de interés. Ademas, la
antibidticoterapia altera a la microbiota normal de sitios como vagina y tubo digestivo, lo que predispone a la
colonizacion por cepas de SGB que incluso pueden ser resistentes, lo cual es contrario a lo que sefiala la
literatura existente donde se asume que la susceptibilidad de SGB a betalactamicos es universal. (Hayes et
al.,, 2020)

Dentro de las limitaciones de nuestro trabajo, probablemente el tamafio de la muestra no fue suficiente para
identificar a SGB mediante el método de CAMP; sin embargo, la prevalencia de cepas de SGB que dan
negativo a esta prueba ronda el 8%. (Zhou et al., 2023) Llama la atencion que el 100% de los SGB dieron
negativo a la prueba de CAMP. Lamentablemente no pudimos realizar analisis molecular ni de serotipificacion
para poder establecer si las pacientes con SGB estan colonizadas con una cepa que no porte el factor CAMP.
Todas las pacientes que participaron en este estudio cursan con un embarazo de riesgo que implica un
seguimiento mas estrecho, que puede estar asociado a una mayor tasa de uso de antibiéticos indicados por
los médicos tratantes. Consideramos que entre las fortalezas de este estudio resalta el empleo de una
metodologia validada a nivel internacional. Destaca que la toma del espécimen se realizé6 mediante un hisopo
de rayon en lugar de algodon, dado que este Ultimo es microbicida y es mas frecuentemente empleado por
los laboratorios de microbiologia. También, el uso de medios de preenriquecimiento con carbén lo cual
permitié la conservacion del organismo de interés y su transporte desde el sitio donde se obtuvo el espécimen
hasta donde se proces6 microbioldgicamente. Esta metodologia también tiene como fortaleza el uso de un
caldo enriquecedor selectivo que elimina la microbiota de gramnegativos y emplea un agar cromogénico que
contribuy6 al adecuado aislamiento e identificacion de la bacteria. Dados los resultados del presente trabajo
se requieren estudios posteriores que permitan identificar al organismo de interés en especimenes
vaginorectales mediante técnicas moleculares y comparar estos resultados con las metodologias empleadas
en este trabajo para poder definir de manera mas precisa el rendimiento diagnostico de ambos métodos.
(Filkins et al., 2020a)

Conclusiones

El método de identificacion con medio cromogénico fue el Unico capaz de aislar SGB en las pacientes
estudiadas. Los laboratorios de diagnostico deben evitar emplear unicamente el método de CAMP para aislar
a SGB. La metodologia que se debe emplear es la recomendada por la ASM. La prevalencia de SGB en
nuestro estudio fue del 10.14%, la cual es mayor a otros reportes en México. Sorprende la tasa de resistencia
de SGB a betalactamicos, toda vez que se esperaba una susceptibilidad del 100%.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y antropométricas de las pacientes.

Pacientes del estudio (n=69)

Edad (afios) 29.65 (6.38)
Estatura (m) 1.54 (1.52-1.60)
Peso en 3er trimestre (kg) 77.5(14.01)
IMC en 1er trimestre 28.26 (6.25)
(kg/m?)

Normal 25 (36.2%)
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Sobrepeso
Obesidad |
Obesidad Il
Obesidad IlI

IMC en 3er trimestre
(kg/m?)

Normal
Sobrepeso
Obesidad |
Obesidad Il

Obesidad IlI

19 (27.5%)
14 (20.3%)
8 (11.6%)

3 (4.3%)

31.82 (27.65-35)

5(7.2%)
24 (34.8%)
23 (33.3%)
8(11.6%)

9 (13%)

IMC= Indice de Masa Corporal.

Tabla 2 Antecedentes gineco-obstétricos e infecciosos de las pacientes.

Pacientes del estudio
(n=69)

Numero de embarazos 3(2-3)

Numero de baiios a la semana 7 (4-7)

Numero de parejas sexuales 1(1-3)

Antecedentes de infeccion en el

embarazo

45 (66.7%)

Bacteruria asintomatica

8(11.6%)

Infeccién de vias urinarias

18 (26.1%)

Cervicovaginitis

18 (26.1%)

Otra

2 (2.9%)

Antecedente de uso de antibiéticos

durante el embarazo.

45 (65.2%)

No reportado

21 (46.6%)

Metronidazol 6(13.3%)
Nistatina 6 (13.3%)
Nitrofurantoina 2 (4.4%)
Clotrimazol 1(2.2%)
Penicilina 2 (4.4%)
Amoxicilina/ acido clavulanico 1(2.2%)
cefalexina 4 (8.8%)
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Tabla 3. Aislamiento de Streptococcus Agalactiae y perfil de sensibilidad a antimicrobianos.

Casos
n (%)
Aislamiento de SGB 7 (10.1%)
Aislamiento por agar 7 (100%)
cromogénico*
Aislamiento por método 0 (0%)
de CAMP*
Resistencia a
antimicrobianos
Ampicilina 2 (28.6%)
Clindamicina 0 (0%)
Eritromicina 2 (28.6%)
vancomicina 0 (0%)

SGB = Estreptococo betahemolitico del grupo B (Streptococcus agalactiae).
* La comparacion de las tasas de aislamiento de ambos métodos, se realizé mediante la prueba de
probabilidad exacta de Fisher (p=0.013)

Tabla 4. Descripcion y comparacion entre pacientes colonizadas por Streptococcus agalactiae y pacientes no

colonizadas
Colonizadas por No colonizadas por p
SGB(n=7) SGB(n=62)
n(%) n(%)
Edad (afios) 31(5.5) 29.5 (6.5) 0.559¢
Estatura (m) 1.53 (1.5-1.57) 1.54 (1.52-1.61) 0.354°
Peso en 3er trimestre (kg) 75.9 (68.4-89.5) 74.9 (65.5-87.62) 0.888°
IMC gestacional (kg/m? 33.25 (26.54-34.99) 31.02 (27.67-35.22) 0.850°
Normal 1(14.3%) 4 (6.5%) 0.424"
Sobrepeso 1(14.3%) 23 (37.1%) 0.408"
Obesidad | 4 (57.1%) 19 (30.6%) 0.169"
Obesidad Il 1(14.3%) 7 (11.3%) 0.990"
Obesidad llI 0 (0%) 9 (14.5%) 0.582"
IMC pregestacional (kg/m? 31.18 (24.17-31.62) 26.83 (23.39-31.49) 0.464°
Normal 2 (28.6%) 23 (37.1%) 0.990"
Sobrepeso 0 (0%) 19 (30.6%) 0.177"
Obesidad | 5 (71.4%) 9 (14.5%) 0.003"
Obesidad Il 0 (0%) 8 (12.9%) 0.588"
Obesidad llI 0 (0%) 3 (4.8%) 0.990"
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gae“;g:ir: de (7(30 durante 8.0 (6.04-8.39) 9.5 (5.07-11.49) 0.322°
Numero de embarazos 2 (2-4) 3 (2-3) 0.5°

Nmero de bafios a la 7 (4-7) 7 (4-7) 0.857°
Numero de parejas sexuales 1(1-2) 1(1-3) 0.593°
Antecedentes de infeccion 5 (71.4%) 41 (66.1%) 0.990"
Bacteriuria asintomatica 1(14.3%) 7 (11.3%) 0.990"

Infeccién de vias urinarias 2 (28.6%) 16 (25.8%) 0.990"

Cervicovaginitis 2 (28.6%) 16 (25.8%) 0.990"
Otra 0 (0%) 2 (3.2%) 0.990"
Antecedente de uso de

antibioticos durante el 5(71.4%) 40 (64.5%) 0.990"
embarazo.

IMC= indice de Masa Corporal / SGB= Estreptococo betahemolitico del grupo B (Streptococcus agalactiae).
*Prueba T, °Mann-Whitney, "Prueba exacta de Fisher, "Ji cuadrado.
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