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Optimizacion de metodologias de cribaje para la basqueda de Streptococcus
agalactiae en embarazadas

@ 16 min.

La bacteria del Streptococcus agalactiae
(Sa) forma parte de lafloranormal del tracto
gastrointestinal desde alli coloniza la vagina
yavecesel tracto urinario. Esta colonizacion
es un hechoimportante en las gestantes por
la posibilidad de su transmisién al recién
nacido, ya que es una causa de
morbimortalidad en mujeres embarazadas
y neonatos en todo el mundo. En este
trabajo realizado por los Laboratorios de
Bacteriologia del Hospital “Juan A.
Fernandez” de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, el Laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Pifieyro, Junin,
Pcia. de Buenos Aires y el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Naval “Pedro
Mallo”, Ciudad Auténoma de Buenos Aires
nos muestran una comparacion de la
prevalencia por Sa en mujeres embarazadas
entre la semana 35 y 37 de gestacion,
determinan la utilidad de un medio
cromogeénico y por altimo comparan el
rendimiento de las muestras vaginales con
lasrectalesy de ambas combinadas.
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Resumen

Streptococcus agalactiae es una
causa importante de morbimortalidad en
mujeres embarazadasy neonatos en todo el
mundo. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la utilidad del medio cromo-
génico chromlID Strepto B de bioMérieux
para detectar S. agalactiae en embarazadas
cuando la muestra es sembrada directa-
mente en dicho medio o después del
enriquecimiento en caldo de Todd Hewitt
selectivo, opciones que se compararon con
la metodologia propuesta por el CDC. Se
analizaron 1924 hisopados, 962 de introito
vaginal y 962 rectales, correspondientes a
962 embarazadas entre la semana 35y 37
de gestacion, asistidas en distintos hospi-
tales. Los hisopados se sembraron directa-
mente en el medio chromID Strepto B (CR) y
luego se colocaron en un caldo de Todd
Hewitt selectivo, suplementado con 15
pg/ml de &cido nalidixico y 10 pug/ml de
colistina (CTH-sel). Luego de 24 h de
incubacion, se realizaron subcultivos en el
medio CR y en agar con 5% de sangre de
carnero (ASO). La prevalencia global de S.
agalactiae fue de 17,4%. La sensibilidad, la
especificidad y los valores predictivos
positivo y negativo del subcultivo en CR del
material desarrollado en el CTH-sel fueron
98,8%, 100%, 100% y 99,7% respecti-
vamente, con una incubacion de 48 h. Los
valores correspondientes de la siembra
directa fueron 57,8%, 100%, 100%y 90%. La
sensibilidad del subcultivo en ASO del
material desarrollado en el CTH-sel fue del
85%. Se destaca el excelente rendimiento

del subcultivo en CR luego del enrique-
cimiento en caldo de Todd Hewitt selectivo
en comparacion con el método propuesto
porel CDC.

Palabras clave: Streptococcus agalactiae,
embarazo, cribaje

Introduccion

Streptococcus agalactiae fue comu-
nicado por primera vez como patégeno
humano en 1938 por Fry (13), quien
describié tres casos de sepsis puerperal
fatal. Algunos afios antes, Lancefield y Hare
(17) habian identificado a estos micro-
organismos en cultivos vaginales de puér-
peras asintomaticas.

Hacia comienzos de los afios 70, ya
no se pudo pasar mas por alto la impor-
tancia de S. agalactiae como un patégeno
humano, dado que se habia convertido en
una causa frecuente de infeccion entre las
mujeres en etapa de posparto y los
neonatos febriles (3-7,11, 22, 23).

Este microorganismo integra la
flora comensal intestinal, principal reser-
vorio, y en forma intermitente coloniza el
area perineal y el tracto genital. La preva-
lencia de la colonizacién orofaringea es baja
(aproximadamente 5%), pero puede llegar
al 20% en los hombres homosexuales (1-8,
11,14,16, 18,23, 24).

En pacientes adultos con el sistema
inmunoldgico alterado, como diabéticos,
cirrdticos, alcohdlicos, dializados, personas
que viven con el virus de la inmuno-
deficiencia humana y personas con
anormalidades neuroldgicas (accidente
cerebrovascular, demencia, paraplejia o
cuadriplejia) o con Ulceras por decubito, es
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responsable de enfermedades tales como
artritis, osteomielitis, bacteriemia, endo-
carditis, neumonia, meningitis, infecciones
urinarias, uretritis no gonocécica (en el
hombre), fiebre de origen desconocido e
infecciones de piel y partes blandas. Otras
formas inusuales son el absceso mamario
enmujeres que nose hallanen el periodo de
lactancia, el absceso epigldtico, el ane-
urisma micotico de la arteria femoral, el
absceso hepatico, la peritonitis, la
queratitis, la endoftalmitis y la infeccion del
cable de marcapasos (11, 23).

Los objetivos de este trabajo
fueron: a) comparar la prevalencia de colo-
nizacion por S. agalactiae en mujeres
embarazadas entre la semana 35 y 37 de
gestacion asistidas en 3 hospitales dife-
rentes; b) determinar la utilidad del medio
cromogénico chromID Strepto B de
bioMérieux en la deteccion de S. agalactiae
bajo dos estrategias metodoldgicas
comparadas con la metodologia propuesta
por el CDCYy establecer el tiempo 6ptimo de
incubacion; c) comparar el rendimiento de
las muestras vaginales con las rectales y de
ambas combinadas en lo que hace a la
posibilidad de documentar la portacion de
S.agalactiae.

Este estudio fue presentado en
parte en el 20th European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, Viena, Austria, abril 2010.

Materialesy métodos

Poblacion estudiada: En los servicios de
Bacteriologia del Hospital “Juan A.
Fernandez” y del Hospital Naval “Pedro
Mallo”, ambos de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, y del Hospital Pifieyro de la
ciudad de Junin, Provincia de Buenos Aires,
se realizd un estudio prospectivo obser-
vacional para lo cual se analizaron 1924

hisopados, 962 de introito vaginal y 962
rectales correspondientes a 962 emba-
razadas que se encontraban entre la
semana 35y 37 de gestacion. Las muestras
fueron remitidas al laboratorio en el medio
de transporte de Stuart, dentro de las 24 h
de obtenidas.

Procesamiento bacteriol6gico

Un subgrupo de hisopados vagina-
les y rectales correspondientes a 665
pacientes se sembraron directamente en el
medio cromogénico chromID Strepto B
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) (en
adelante, CR); este material se incubd en
aerobiosis a 37 °C durante 24 h. De no
observarse colonias sospechosas de S.
agalactiae en ese plazo, la incubacion se
prolongd 24 h mas. Todos los hisopos se
colocaron luego en un caldo de Todd Hewitt
suplementado con 15 pg/ml de é&cido
nalidixico y 10 pg/ml de colistina (CTH-sel)
(Laboratorios Britania, Buenos Aires). Luego
de 24 h de incubacion, se realizaron
subcultivos en el medio CR y en agar
tripticasa soja con 5% de sangre de carnero
(ASO) (bioMérieux). Nuevamente, las
placas de CR se examinaron a las 24 h, y de
ser negativas se incubd un dia mas; las
placas de ASO se observaron a las 24/48 h.
Las muestras del resto de las pacientes (n:
297) se colocaron directamente en el CTH-
sel y luego se continué con su proce-
samiento, tal como se describid para las
otras muestras.

Alas colonias sospechosas, rojas en
CR y grises que presentaran 0 no b-
hemolisis en ASO, se les realizd la coloracion
de Gram y las pruebas de catalasa, bilis
esculina, CAMP, hidroélisis de hipurato y
aglutinacion con particulas de latex para
estreptococos del grupo B (12, 21).

Siguiendo las recomendaciones del

fabricante, las colonias purpuras o blan-
quecinas no fueron consideradas.

Se consideré como valor de refe-
rencia o “patron de oro” al resultado total
de cultivos positivos obtenidos en CR y en
ASO a partir de los subcultivos provenientes
del CTH-sel.

Se realizd el célculo de la sensibi-
lidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo y el valor predictivo negativo sobre
la base de la prueba t de Student. Para ello,
se definieron las siguientes categorias de
cultivos:

- Verdaderos positivos: presencia de colo-
nias rojas/rosadas en CR subcultivado
desde CTH-sel, con confirmacion de la
identidad como S. agalactiae por las
pruebas bioquimicas antes mencionadas y
por la prueba de aglutinacion con particulas
delatex paraS. agalactiae.

- Verdaderos negativos grupo B (bioMé-
rieux): cultivo negativo (sin desarrollo o con
colonias purpuras o blanquecinas) en CR y
cultivo negativo en ASO, ambos subcul-
tivados desde CTH-sel.

- Falsos positivos: presencia en CR de
colonias rojas/rosadas cuya identidad como
S. agalactiae no pudo corroborarse median-
te las pruebas bioquimicas efectuadas ni
por aglutinacion con particulas de latex.

- Falsos negativos: cultivo negativo en CR
(sin desarrollo o con colonias purpuras o
blanquecinas) y cultivo positivo en ASO, con
confirmacion de la identidad como S.
agalactiae mediante las pruebas bioquimi-
casylaaglutinacion con particulas de latex.

Criterios de exclusion

No fueron incluidas en el estudio
aquellas pacientes que no hubieran dado su
consentimiento para la toma de las
muestras; también se excluyeron las
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muestras no pareadas y las que no cum-
plieron con los requisitos de transporte
mencionados.

Resultados
l) Prevalencia

Se aislé S. agalactiae de 168 pacientes, lo
que implica una prevalencia global de
17,4%; sin embargo, cuando este parametro
se analiz6 separadamente por hospital, se
encontraron valores dispares, con una
prevalencia del 26,2% (47/179 pacientes)
en el Hospital Naval, del 11,7% (35/297
pacientes) en el Hospital Pifieyro y del
17,7% (86/486 pacientes) en el Hospital
Fernandez (p=0,001 y p=0,04, respectiva-
mente); las diferencias en prevalencia entre
las poblaciones estudiadas en el Hospital
Fernandez y el Hospital Pifieyro no fueron
significativas (p=0,09).

II) Comparacion de métodos

a) Rendimiento del subcultivo en CR y en
ASO del material previamente desarrollado
enel CTH-sel.

De las 168 pacientes en las que se
detecté S. agalactiae, 166 produjeron
aislamientos a partir de uno o de ambos
tipos de hisopado (vaginal y rectal) sub-
cultivados en CR luego del cultivo inicial en
CTH-sel (sensibilidad: 98,8%), en tanto que
s6lo 143 los produjeron en ASO
(sensibilidad: 85,1%) a partir del mismo
caldo (p<0,0001).

Siguiendo la indicacion del fabri-
cante de considerar sélo las colonias
rojo/rosadas, no se observaron falsos
positivos con el medio CR (especificidad:
100%).

b) Rendimiento comparativo del medio CR
ensiembradirectay ensubcultivo

En segundo lugar, se compar6 la
sensibilidad de lasiembradirectaen CRy de
los subcultivos desde el CTH-sel a ASO y a
CR. Del subgrupo de 665 pacientes cuyos
hisopados se cultivaron de las dos maneras
(en siembra directa y como subcultivos) se
obtuvo un total de 133 cultivos positivos
para S. agalactiae. De estos, 77 fueron de-
tectados porlasiembradirectaenCRy 131 a
partir del subcultivo en CR del material
desarrollado en CTH-sel, lo que brinda
valores de sensibilidad de 57,9% para la
primera estrategia y del 98,5% para la
segunda (p < 0,00001). Los valores predic-
tivos positivo y negativo del subcultivo en
CR desde el CTH-sel fueron 100% y 99,7%,
en tanto que para la siembra directa en CR,
estos valores fueron 100% y 90%, respec-
tivamente.

¢) Tiempo 6ptimo de incubacion en CR

La incubacién de las placas con CR
durante 48 h, sembradas como subcultivo
desde el CTH-sel permitié detectar a 166 de
las 168 pacientes portadoras de S. aga-
lactiae, pero s6lo a 70 de estas en las
primeras 24 h de incubacion. Con una
incubacion de 24 h, esta metodologia tuvo
42% de sensibilidad, 100% de especificidad,
100% de valor predictivo positivo y 89% de
valor predictivo negativo; en tanto que los
valores correspondientes con una incu-
bacion de 48 h fueron 98,8%, 100%, 100% y
99,7%, respectivamente. Se observd una
diferencia significativa con la incubacion de
48hconrespectoalade24h(p<0,00001).

d) Rendimiento de los distintos tipos de
muestra

En 82 de las 168 pacientes que
resultaron ser portadoras de S. agalactiae,
(49%, 1C 95%: 12-31) se obtuvo desarrollo
sOlo a partir del hisopado rectal, en 51 (30%,
IC 95%: 20-41) a partir de lamuestrarectal y
vaginal y en 35 (21%, IC 95%: 12-31) sélo

desde el hisopado vaginal, lo que docu-
menta un rendimiento del cultivo vaginal
significativamente inferior al del cultivo
rectal (p<0,00001).

Discusion

S. agalactiae es uno de los
microorganismos habituales del intestino;
desde alli puede colonizar el tracto genital
femenino y convertirse en un factor de
riesgo determinante en mujeres embara-
zadas, dada la posibilidad de transmision al
reciénnacido (1, 3-8,11, 16, 22-24).

En la embarazada, S. agalactiae
puede dar origen a infeccion urinaria,
corioamnionitis, endometritis posparto,
infeccion de la herida quirGrgica posce-
séarea, endocarditisy fiebre (3-8, 11, 22, 23).

Segun la bibliografia internacional,
laprevalenciade S. agalactiae en este grupo
de mujeres se encuentra entre el 10% y el
40% (1-7,18, 23); en Argentina oscila entre
el 5%y el 18% (10, 14). Estas variaciones en
la prevalencia de colonizacion asintomatica
se relacionan con la poblacion estudiada y
con la utilizacién o no de medios de enri-
quecimiento y selectivos para el estudio
bacteriolégico, los cuales permiten au-
mentar la recuperacion en un 50% (2-7, 14,
16, 18, 24). Otro factor que influye en los
resultados es el tipo de muestra analizada.
De hecho, en algunos estudios un nimero
significativo de pacientes no tiene realizado
ambos hisopados (vaginal y rectal), lo que
puede disminuir la sensibilidad en la
recuperacion (2-7, 14).

Estos niveles de prevalencia y la
considerable variabilidad ya descrita se han
verificado en nuestro estudio, donde se
observaron notables diferencias segin el
hospital considerado (rango: 11,7% al 26%),
pese a que la metodologia empleada fue
uniforme. Es posible que estas obedezcan a
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diferencias en las poblaciones estudiadas.

La colonizacion de la membrana
mucosa en los recién nacidos es el resultado
de la transmision vertical del microor-
ganismo desde la madre, ya sea en el Utero
siguiendo la via canalicular ascendente o en
el momento del parto. Un in6culo genital
elevado en el momento del parto aumenta
de modo significativo la posibilidad de
transmision vertical (2-8, 11).

Ademés de la exposicion materna
durante el parto, en algunas ocasiones se
puede producir la colonizacion de origen
intrahospitalaria en el recién nacido, sobre
todo cuando las condiciones de trabajo en
la enfermeria promueven la transmision
horizontal (11).

La tasa de transmision vertical es
del 50%, y de estos recién nacidos
colonizados, el 1% a 2% desarrolla infeccion
clinica (3% de los nacidos vivos). Aproxima-
damente el 25% de estas infecciones ocurre
en prematuros (3, 6, 7, 11). En algunos estu-
dios, la tasa de incidencia entre los afios
1998y 2000 fue de 0,5 a 0,6 por 1000 naci-
mientos, nuevamente con oscilaciones
vinculadas con variables étnicas y geogra-
ficas(4,7,14,18,19).

Varios factores obstétricos se
asocian a un mayor riesgo de infeccion neo-
natal, fundamentalmente la prematurez (<
7 semanas), la rotura prematura de mem-
branas (> 18 h), la presencia de fiebre
intraparto (> 38 °C), el antecedente de
haber tenido ya un hijo con infeccién por S.
agalactiae y la bacteriuria por dicho
microorganismo durante el embarazo (3, 6,
7, 11). Asimismo, un bajo nivel de anti-
cuerpos maternos anti-S. agalactiae incre-
menta la probabilidad de enfermedad
invasiva en el recién nacido. Se han obser-
vados niveles mayores de 2 pg/ml de anti-
cuerpos maternos en el 15% de las mujeres
colonizadas y en el 4% de las mujeres no
colonizadas (3,6, 7,11).

Las infecciones neonatales pueden
ser de comienzo temprano o de presenta-
ciontardia(11).

Los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), la American Academy of
Pediatrics (APO) y el American College of
Obstetrician and Gynecologists (ACOG)
publicaron las siguientes recomendaciones
para la prevencion de la infeccién neonatal
por S. agalactiae: 1) realizar cultivos vagino-

rectales entre las semanas 35 y 37 de
gestacion, para luego administrar profilaxis
intraparto a todas las portadoras de S.
agalactiae; y 2) administrar de manera
empirica profilaxis a todas las gestantes que
presenten factores de riesgo. Indepen-
dientemente de la estrategia empleada, se
recomienda profilaxis antibiotica, sin
necesidad de realizar ningin muestreo, en
todas las mujeres que ya han tenido un hijo
con infeccion por S. agalactiae y en aquellas
con bacteriuria (recuentos > 103 UFC/ml)
por este microorganismo durante el
embarazo (2-8). Estas guias fueron modifi-
cadas posteriormente y ahora se recomien-
da realizar un cribaje que comprenda a
todas las mujeres embarazadas (35-37
semanas de gestacion), y dejar la
metodologia basada en los factores de
riesgo sélo paraaquellas mujeres que llegan
al parto sin conocer su estado de
colonizacién (2-8).

La profilaxis con penicilina o am-
picilina comenzada al menos 4 h antes del
parto interrumpe la transmision vertical y
previene lainfeccion neonatal, conlo que la
incidencia se reduce hasta el 0,6-0,8%o (4, 6,
7-9,21).

En la RepUblica Argentina, la Ley n®
26369 promulgada en 2008 establece la
obligatoriedad de realizar dichos cultivos en
todas las embarazadas dentro del periodo
gestacional sefialado.

Es importante tener en cuenta que
el aislamiento de S. agalactiae en los
controles prenatales depende del sitio de
busqueda, del uso de medios selectivosy de
enriquecimiento para procesar los cultivosy
de las semanas de gestacion (1, 2, 5,14-16,
18,20,23-24).

Habitualmente se toma como
método de referencia lo sugerido por el
CDC, esto es, sembrar las muestras en un
caldo selectivo, como el de Todd Hewitt
suplementado con gentamicina (8 pug/ml) o
colistina (10 pg/ml) y éacido nalidixico (15
pg/ml); estas guias también sugieren el uso
de medios comerciales como el caldo
TransVag suplementado con 5% de sangre
desfibrinada de carnero o el caldo LIM (5).
Los caldos deben incubarse durante 18-24 h
a 35 °C en atmosfera aerdbica o con 5% de
CO2; luego se deben subcultivar en placas
con agar sangre de carnero (ej. agar
tripticasa soja con 5% de sangre desfi-
brinada de carnero), las cuales se deben
inspeccionar a las 24 h y, si no se observan

colonias sospechosas de S. agalactiae, se
vuelven a incubar durante 24 h adicionales

(©).

Sin embargo, existen otras posibili-
dades que presentan el mismo rendimiento
que la metodologia citada o incluso mayor.
Rosa-Fraile et al. (20) demostraron que el
medio de Granada, en el que S. agalactiae
presenta colonias de color naranja, tenia la
misma sensibilidad en muestras vaginales y
mayor sensibilidad en muestras vagino-
rectales que la metodologia propuesta por
el CDC (7). Por otra parte, este medio
disminuye el tiempo de informe en al
menos 24 hy también lacarga de trabajo del
laboratorio, al hacer innecesario el uso de
pruebas biogquimicas. Otros estudios
presentaron datos similares a los citados (2,
15, 18, 20). Cabe aclarar que en el momento
en que fue realizada esta investigacion, no
se disponia en la Argentina del medio
comercial de Granada.

Los resultados del presente estudio
indican que el medio CR sembrado a partir
del CTH-sel es significativamente mas
sensible que la metodologia clasica.
Ademas, y de modo similar a lo encontrado
por Rosa-Fraile et al. (20) respecto del
medio de Granada, con esta metodologia
disminuyen los tiempos de informe en al
menos 24 h, dado que no son necesarias las
pruebas bioquimicas. La especificidad del
medio CR considerando las colonias de
color rojo ladrillo es de 100%; una
observacion importante es que no se deben
tener en cuenta las colonias de color
purpura o rojo-blanquecinas, tal como
indican las recomendaciones del fabricante.
La menor sensibilidad del método clasico
puede asociarse con la existencia de
muestras donde un alto indculo de
enterococos o de bacilos gram negativos
“enmascara” el crecimiento de S. aga-
lactiae.

La siembra directa en CR mostrd
una sensibilidad muy baja; no obstante ello,
el valor predictivo positivo y la especificidad
fueron excelentesy, al reducir en casi 48 h el
tiempo de informe con respecto al método
clasico, tendria importancia en los casos de
urgencia. La indicacion del fabricante es
realizar el subcultivo del CTH-selaCR.

La sensibilidad del cultivo en placas
de CR con 24 h de incubacion fue significa-
tivamente menor que la correspondiente a
las 48 h (42% versus 98,8%). Sin embargo,
en el 42% de las pacientes ya se podria

P 24
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haber informado en ese momento el
resultado positivo para S. agalactiae; esto
significa una disminucion de al menos 24 h
con respecto al método propuesto por el
CDC(7).

Nuevamente esimportante resaltar
que no se debe dar un resultado negativo
antes de las 48 h de incubacion, lo que
concuerda con las recomendaciones del
fabricante.

Las guias del CDC (2-8) establecen la
necesidad de tomar tanto muestras
vaginales como rectales para mejorar el
rendimiento del cultivo. Esto también fue
establecido por diversos estudios como el
de Garcia et al. (14), en el que ademas se
documenté que las muestras de introito
vaginal tenian un rendimiento significa-
tivamente mayor que las de fondo de saco
vaginal.

Los datos que se presentan aqui son
coincidentes con lo publicado con anterio-
ridad y demuestran que es absolutamente
necesario contar con la muestra rectal y la
vaginal. Sin embargo, nuestros datos
discrepan del trabajo de Garcia et al. antes
citado, en el aspecto de que encontramos
una diferencia importante a favor de la
muestra rectal comparada con la vaginal;
esto podria deberse a las diferencias en las
metodologias empleadas o en las
poblaciones estudiadas.

Frente a la necesidad de disminuir
costos, el CDC sugiere que los hisopos
correspondientes a ambas muestras se
pueden colocar en el mismo tubo de
transporte, el cual puede mantener su
viabilidad hasta 4 dias a temperatura
ambiente 0 a 4 °C (6, 7). Las muestras de
endocérvix no se recomiendan, y no se debe
utilizar espéculo para la obtencion del
material (5, 7).

Este es el primer trabajo en el que
se compara el rendimiento del medio CR a
diferentes tiempos de incubacién con la
metodologia propuesta por el CDC.En
conclusién, la sensibilidad del medio CR
sembrado desde el caldo de Todd Hewitt
selectivo fue excelente en comparacion con
la calculada con la metodologia propuesta
por el CDC, de modo que dicha estrategia
resulta recomendable siempre y cuando se
incube hasta 48 h antes de descartar el
material como negativo y se siembren tanto
la muestra rectal como la vaginal. Los
resultados positivos a las 24 hya pueden ser

informados, lo que podria ser relevante en
algunos casos de urgencia.
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