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Planteamiento del Problema

El cuerpo humano es un complejo ecosistema formado por 10% células
humanas y 90% de microorganismos. Estos dos componentes trabajan de
forma integrada para permitir el funcionamiento de los sistemas del
cuerpo(1).

La vaginosis bacteriana, que no es mas que una consecuencia del
desbalance de este delicado y complejo equilibrio, se ha identificado como
una de las causas mas comunes de consulta ginecoldgica en la mujer en
edad reproductiva; y tiene una mayor incidencia en mujeres embarazadas.
Esta es considerada en este Gltimo grupo un factor de riesgo para parto
prematuro(2).

Streptococcus agalactiae (conocido también como Estreptotococo Beta
Hemolitico Grupo B o GBS por sus siglas en inglés) es una bacteria que
puede habitar el trato genital femenino y el recto, con tasas de colonizacién
que oscilan entre el 30% (Jordania) y 2.9 % (Japon)(3). Esta bacteria, que
no es patdgena en los adultos, es la principal causa de morbi-mortalidad
neonatal temprana en paises desarrollados como EEUU, lo cual llevé a la
creacion de las Guias Clinicas del Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC) para la Prevencion de la Enfermedad Perinatal por
Estreptococcus del Grupo B ("CDC. Prevention of perinatal Group B
Streptococcal disease: a public health perspective”). La guia tiene como
objetivo prevenir las consecuencias en los neonatos de las infecciones con
esta bacteria, durante su paso por la vagina al momento del parto, asi como
de las secuelas producidas por la sepsis 0 meningitis(4).

En paises de la region Centroamericana, como Nicaragua y Guatemala se
han realizado investigaciones en este campo, obteniendo una incidencia de
colonizacion por GBS en embarazadas de 9.5 % (3) para el primero y de 15
% (5) para el segundo.

En El Salvador, Flores Ramos et al., en el Hospital Nacional de Santiago de
Maria, reportaron una prevalencia de 4.88% de mujeres colonizadas con
GBS de una poblaciéon de 40 pacientes; Pérez Cruz et al., en el Hospital
Nacional de San Francisco Gotera, Departamento de Morazan, reporto en
2006 una prevalencia de 2.22% de mujeres colonizadas de una muestra de
40 pacientes; sin embargo no se realiza de manera sistematica la deteccion
de GBS y su respectivo tratamiento en nuestro pais; tampoco existen datos
acerca la prevalencia existente en mujeres embarazadas atendidas en
hospitales de tercer nivel; sobre la incidencia de vaginosis bacteriana en
mujeres atendidas en hospitales de 2do nivel., en 2006 se realizo un estudio
de tesis en el Hospital Nacional “DR. HECTOR ANTONIO HERNANDEZ
FLORES” del municipio de San Francisco Gotera, departamento de
Morazan en los cuales se encontré una prevalencia de vaginosis bacteriana
del 47.22% de las pacientes atendidas entre los meses de julio a septiembre
del 2006.(6)



Viendo la necesidad de tener conocimiento acerca del estado actual de estas
condiciones en las mujeres que asisten al Hospital Nacional de Maternidad
“Dr. Raul Argiiello Escolan” (HNM) es que dicho hospital ha mostrado
interés en que el siguiente protocolo se realice con su poblacion. Por lo que
nos planteamos la siguiente pregunta: ¢Cual es frecuencia de la vaginosis
bacteriana y del aislamiento de GBS en una poblacion de mujeres
embarazadas atendidas en la Consulta de Deteccion de Riesgo del Hospital
Nacional de Maternidad “Dr. Raual Argiiello Escolan”?



Justificacién y uso de resultados

El parto prematuro, definido como el parto antes de las 37 semanas de
gestacion ocurre en alrededor de 5 a 10% de los embarazos a nivel mundial
constituyendo asi un problema de salud publica de gran escala; tanto la
vaginosis bacteriana como la colonizacién y/o infeccion materna por GBS
se han relacionado como posibles causantes de este problema.(7)

De acuerdo a las estadisticas llevadas por el Ministerio de Salud de El
Salvador (MINSAL), en el afio 2008 el total de partos a nivel del MINSAL
fue de 54, 800, de los cuales 14,787 se atendieron en el Hospital Nacional
de Maternidad. Para el afio 2010 en el Hospital Nacional Maternidad se
atendié un total de 13,335 partos, de estos 2,471 fueron partos pre termino
(18.5%), de los cuales 161(6.5%) fueron mortinatos (estadistica segun
ESDOMED — HNM).

Desde hace dos décadas en paises desarrollados, se han dado importantes
avances a nivel preventivo, buscando disminuir la morbi-mortalidad de los
recién nacidos prematuros, sobre todo mediante la prevencién de la
afeccion neonatal por GBS: la utilizacion de la terapia antibiotica intraparto
junto con los avances hechos en el campo de neonatologia han llevado a una
drastica disminucién de la mortalidad neonatal. Sin embargo, el GBS
continta siendo una de las causas mas importantes de infeccion neonatal a
nivel mundial.(8) Se han hecho importantes avances para tratar de entender
la patogénesis y relacion del GBS con su hospedero.

Debido a las medidas tomadas por el Centro para el Control y Prevencion de
enfermedades (CDC), como la deteccion temprana de GBS y un
tratamiento oportuno de bajo costo y bajo riesgo, en los afios ‘90 se obtuvo
una reduccion de la mortalidad de los neonatos que oscild entre 4-6%.(4)

De acuerdo a las estadisticas llevadas por el Departamento de Estadistica y
Documentos Médicos del Hospital Nacional de Maternidad (ESDOMED
HNM), la tasa de mortalidad neonatal se ha reducido desde un 15.16% en
1997 hasta un 8.91%, probablemente debido a la implementacién de
antibioterapia intraparto en aquellas pacientes con factores de riesgo, pero
aun falta mucho por hacer para lograr disminuir la muerte neonatal en
nuestro pais debido principalmente a otro tipo de causas como
malformaciones congénita.

A pesar del conocimiento mundial que se tiene sobre las consecuencias que
la colonizacion materna por GBS puede tener en el resultado del embarazo,
en nuestro pais no existen estadisticas, ni un protocolo de tamizaje y
tratamiento enfocado a la deteccion temprana de este patdgeno en la
poblacion de mujeres embarazadas.

Este estudio podra servir de base para otras investigaciones en el tema y
para concientizar a las autoridades de Salud acerca de la importancia de la
creacion o implementacion de programas de atencion encaminados a la
deteccion temprana de pacientes con GBS y vaginosis, lo que disminuiria



la mortalidad en neonatos por complicaciones en los primeros meses de la
vida como consecuencia de una infeccion neonatal por S. agalactiae y
reduccion de los costos hospitalarios relacionados a la atencién hospitalaria

de estos pacientes.
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I. OBJETIVOS

I. Objetivo General

e Determinar la frecuencia de Vaginosis bacteriana y de colonizacion por
Streptococccus agalactiae en una poblacion de mujeres embarazadas que
se encuentran por arriba de las 28 semanas en control prenatal en el
Hospital Nacional de Maternidad.

I Objetivos especificos

e Establecer procedimientos para el diagnostico de Vaginosis bacteriana
mediante la utilizacion de un sistema simplificado por medio de puntaje
segun coloracién de Gram.

e Estandarizar los procedimientos para el aislamiento de Streptococccus

agalactiae teniendo en cuenta las normas establecidas por el Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades, Atlanta, Georgia.

e Determinar la frecuencia de colonizacion por Streptococccus agalactiae y
Vaginosis Bacteriana en una poblacién de mujeres embarazadas.

e Determinar factores de riesgo asociados a la colonizacion de
Streptococcus agalactiae en la poblacion de mujeres embarazadas.

e Determinar el costo de las pruebas diagnosticas empleadas requeridas por
las pacientes
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V.

4.1

Marco teorico

Microbiota o Flora Vaginal

La flora o microbiota humana es “la comunidad de microorganismos
comensales, simbioticos y patogenicos que literalmente comparten nuestro
organismo”(9). Actualmente se conoce que nuestras células se encuentran
superadas en una proporcion de 10 a 1 por las bacterias que habitan dentro y
sobre nuestro cuerpo.(10). A lo largo de la evolucion del ser humano ellas
han coexistido con las células de nuestro organismo, garantizando el
funcionamiento de todos los sistemas del cuerpo humano(1) Es asi como en
los Gltimos afos gracias a los estudios del microbioma humano y su relacién
con el genoma humano, se ha podido comenzar a conocer muchos méas
detalles acerca de su composicion y su papel tanto en la salud como en
muchas enfermedades.(1)

En un estudio realizado en 2010 por Ravel et al., en los Estados Unidos de
América que incluyé 396 mujeres, se recolectalron muestras de secrecion
vaginal, que incluye los cuatro grupos étnicos humanos mayoritarios
(blanco, negro, asiatico y latino) y cuyo propdsito fue la identificacion de
las bacterias por medio de la secuenciacion de los genes que codifican para
el 16s rRNAy la relacion filogenética entre estos, se encontrd la presencia
de lactobacilos y de otras bacterias productoras de acido lactico de los
géneros Atopobium, Megasphaera y Leptotrichia (11). Estas poblaciones
bacterianas son una constante en todas las muestras, a pesar de diferencias
significativas encontradas en los distintos grupos étnicos.

Las especies del genero Lactobacillus identificadas como mas frecuentes
en la secrecion vaginal de mujeres sanas, son L. jensenii, L. gasseri, L. iners
y L. crispatus(12) siendo estas las responsables de la acidificacion de las
secreciones vaginales; se encontraron diferencias en cuanto al pH vaginal,
siendo el mas bajo el encontrado en las mujeres blancas (4.2 +/- 0.3) y
asiaticas (4.4 +/-0.59) comparado con el encontrado en las mujeres de raza
negra (4.7 +/- 1.7) y latinas (5 +/- 0.59).(11) Este pH acido del medio
vaginal ayuda a prevenir el crecimiento de bacterias potencialmente
patdgenas y mantiene un equilibrio entre las distintas especies bacterianas
de la microbiota (11-14). Un cambio en la composicion de la flora,
alterando su equilibrio y funcionamiento puede llevar a un aumento del pH
lo que abre las puertas a bacterias patdgenas oportunistas. (Cuadro 1)

En cuanto a la composicion de la flora restante, se encontr6 una gran
diversidad de bacterias, las cuales difieren tanto en ndmero como en
especie. Se identific6 como factor comun en todas las comunidades
encontradas la capacidad de producir acido lactico. Se puede entonces
asumir, que a pesar de las diferencias en la composicion de las comunidades
de flora bacteriana vaginal, estas trabajan en un equilibrio perfecto, al
romperse esta estabilidad por la introduccion de bacterias ajena a la flora
vaginal normal puede llevar al desarrollo de vaginosis bacteriana.
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Las condiciones en las que hay una deficiencia de Lactobacillus en las
secreciones vaginales se han asociado con el desarrollo de condiciones
como vaginosis bacteriana y un aumento en el riesgo de transmision y
contagio de Infecciones de Transmision Sexual(ITS) (12) y en mujeres
embarazada se ha relacionado con un aumento en el riesgo de
complicaciones obstétricas (Ruptura Prematura de Membranas (RPM), parto
prematuro, coriamnionitis, etc.) asi como también de complicaciones
neonatales (sepsis, neumonia, meningitis).(10,12,15-17)

La flora vaginal ademas, se encuentra altamente influenciada por la
presencia de estrogenos. Previo al nacimiento, la vagina es un espacio
estéril; los microorganismos se obtienen posteriormente; en primera
instancia por el contacto con las manos de los cuidadores y el contacto con
heces fecales(18). Durante las primeras 6 semanas de vida, podemos
encontrar estrogenos maternos en la vagina del recién nacido asemejando
asi una flora bacteriana de una mujer adulta. Una vez metabolizados los
estrdgenos, la flora se sustituye por organismos encontrados cominmente en
la piel y en las heces fecales (Staphylococcus coagulasa negativo y
Escherichia coli); posterior a la menarquia, encontramos las caracteristicas
de una flora bacteriana de una mujer adulta (Lactobacillus sp., Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus spp). Los estreptococos del grupo B forman parte de
la flora vaginal normal en 5 - 25% de las mujeres en edad
reproductiva.(8,19-21)

Entre las bacterias responsables de la alteracion de la funcién normal de la
flora vaginal podemos mencionar: Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis, Mobiluncus sp., y otras, predominantemente bacterias
anaerdbicas(22). En estudios més recientes también se ha identificado una
alta prevalencia de Prevotella sp., (hasta un 65% en secreciones de mujeres
sanas), y se ha demostrado que esta especie afecta de manera positiva el
crecimiento de Gardnerella vaginalis y Peptostreptococcus anaerobius,
mediante la produccion de micronutrientes y aminoacidos esenciales para su
desarrollo(11) por lo cual constituye un factor de riesgo para el desarrollo de
alteraciones en la flora bacteriana, la mas comin de ellas, la Vaginosis
Bacteriana.

4.2 Vaginosis Bacteriana

La Vaginosis Bacteriana (VB) es un desorden ecoldgico de la microbiota
vaginal que afecta a millones de mujeres alrededor del mundo y ha sido
asociada con muchos efectos adversos para la salud de la mujer, incluyendo
trabajo de parto pretermino y riesgo de infecciones de transmision sexual,
asi como también parto prematuro y las complicaciones que esto
conlleva.(10-12,15,16) Este desorden es producido por la pérdida de los
lactobacilos productores de peroxido de hidrégeno y proliferacion de
bacterias predominantemente anaerobias (23).Usualmente este es producido
por un aumento en las concentraciones de Gardenerella vaginalis y
Mobibiluncus spp(2), siendo tipico también la proliferacion de especies
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como: Prevotella vivia, Peptostreptococcos y Mycoplasma hominis, todo
ello como consecuencia de los cambios y de la interaccion microbiana.(7)

Esta condicion afecta tanto a las mujeres de paises industrializados como a
la poblacion de paises en vias de desarrollo y no se refieren en la literatura
diferencias en cuanto a la raza u origen étnico; por lo que se vuelve un
problema a nivel mundial debido a las complicaciones asociadas a esta
patologia entre las cuales podemos mencionar aumento de riesgo de
enfermedades de vias urinarias, endometritis, enfermedad pélvica
inflamatoria, corioamnionitis, complicaciones neonatales como sepsis,
meningitis o neumonia(12,15,17,24,25). Un 7 a 11% de los casos de
amenaza de parto pretermino y complicaciones perinatales se asocian a esta
patologia. (2)

La ecologia de la microbiota vaginal esté influenciada por diversos factores,
como factores hormonales tanto endégenos como exogenos(25). Dentro de
los factores de riesgo identificados para vaginosis bacterianos se pueden
mencionar. multiples compafieros sexuales, haber cambiado compafiero
sexual en los 30 dias previos, tener pareja sexual femenina, duchas
vaginales, la reduccion de lactobacilos en la flora normal y estresores
sociales pueden aumentar el riesgo de incidencia de vaginosis
bacteriana.(24)

Cuadro 1 Comparacion entre secrecion vaginal normal y vaginosis bacteriana (Modificado de
Eckert LO. Acute Vulvovaginitis. New England Journal of Medicine. 2006; 355(12):1244-1252.)

Condicién Signos y Hallazgosenel | pH Inspeccion al Comentario
Sintomas examen vaginal microscopio
- Se observan
3 3 Flujo - Células de epitelio predominio de
Secre_mon Secrecion blanguecino vaginal homogéneas. especies de
Vaginal Inodora <4.5 lactobacilos o
Normal Claro Viscoso - No se observan bacterias
polimorfonucleares | Productoras de
acido lactico
- Aumento de - Aumento de -Disminucion
flujo vaginal presencia de bacilos marcada de
(blanco, fino) Flujo, blanco gram (-) lactobacilos
Vaginosis gris, >4.5
bacteriana | - Aumento de Espumoso - Prueba de amina - Incremento
olor de flujo (+) posterior a la marcado de
vaginal(fétido, aplicacion de KOH cocobacilos a
olora al 10% en la muestra | predominio Gram
pescado) vaginal (-) (Nustracién 1)
- Identificacion de -Bacilos
células pequefios curvos.
centinela>20%
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A. Tincién de Gram de secrecidn vaginal normal (predominio de lactobacilos) B. Tincién

de Gram de secrecion vaginal de una mujer con vaginosis bacteriana.

lHustracion 1. Tincién de Gram de fluido vaginal (Tomado de Eckert LO. Acute Vulvovaginitis.

4.3

New England Journal of Medicine. 2006; 355(12):1244-1252.

Diagnoéstico de Vaginosis Bacteriana

En 1955, Gardner y Dukes proporcionaron la descripcion de un sindrome
que posteriormente se conoceria como Vaginosis Bacteriana. Describieron
un flujo vaginal grisaceo, con olor a pescado y tendencia a adherirse a las
paredes vaginales, en lugar de acumularse en el fondo de saco; descubrieron
ademas un pH mayor (4.6 a 6.0) al normal (4.6 a 4.7) y descubrieron la
presencia de células centinelas (células de epitelio vaginal totalmente
recubiertas en cocobacilos a predominio de Gram (-) que parecen obscuras u
opacas). Mas tarde, Pheifer et al., identificaron un “olor a pescado” al
agregarle hidroxido de potasio al 10 % a las secreciones vaginales de una
mujer con Vaginosis Bacteriana (VB).(25)

Se crearon diferentes métodos para el diagnostico de vaginosis bacteriana,
dentro de los mas utilizados a nivel mundial podemos diferenciar entre los
criterios clinicos (criterios de Amsel), criterios microbiol6gicos (criterios de
Nugent), ambos métodos con son sensibilidades similares, sin embargo el
criterio microbiol6gico presentar una mejor especificidad (Cuadro 2)

Cuadro comparativo de los diferentes tipos de métodos para el diagnostico
de vaginosis bacteriana:
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Cuadro 2. Especifidad y Sensibilidad de los métodos de diagnostico para vaginosis
bacteriana. Modificado de Eckert LO. Acute Vulvovaginitis. New England Journal of
Medicine. 2006; 355(12):1244-1252.

TEST SENSIBILIDAD | ESPECIFIDAD COMENTARIO

pH>45 97% 64%

92% 7% Diagnostico con 3 de 4 criterios

Criterios de Amsel clinicos: pH>4.5, flujo vaginal,

>20% células clave, prueba de
aminas (+)

65.6% 97.3% Puntaje segln tincion de Gram (0-

Criterios de Nugent 10) basado en lactobacilos y otros

hallazgos; 0-3: flora normal; 4-6:

flora intermedia; 7-10: vaginosis
bacteriana

Criterios para el diagnostico de vaginosis bacteriana (aceptados
mundialmente como estandar de oro):

a) Criterios de Amsel.(26) Consta de cuatro caracteristicas facilmente
identificables, con las cuales al estar presentes tres de ellas se puede
hacer diagnostico de VB: presencia de secrecion vaginal grisacea
viscosa que se adhiere a las paredes vaginales, prueba de aminas
positiva (agregar KOH al 10% a la muestra, es positiva si desprende
un olor a “pescado”), presencia de células centinela al examinar con
microscopia y aumento del pH vaginal (>4.5 — 4.7).

b) Criterio microbioldgico (Nugent). Se realiza tincion de Gram a la
muestra vaginal y es analizada segun el criterio de Nugent y
col.(22,27,28) En este método se realiza conteo de los morfotipos
correspondientes a bacilos Gram positivos (Lactobacillus spp.),
bacilos Gram negativos pequefios (G. vaginalis, Porphyromonas
spp/Prevotella spp) y bacilos pequefios curvos Gram variables
(Mobiluncus spp). Este criterio permite catalogar las muestras con
puntajes que oscilan entre 0 y 10 (Ver Cuadro 3). De esta manera, una
muestra es diagnosticada con VB, cuando el puntaje total obtenido es
igual o superior a 7; intermedio cuando el puntaje total oscila entre 4 y
6 y una muestra normal al obtener un puntaje total de 0 a 3.

Cuadro 3. Sistema de puntaje segun criterios de Nugent. (Modificado de R Nugent RP, Krohn
MA, Hillier SL. Reliability of diagnosing bacterial vaginosis is improved by a standardized
method of gram stain interpretation. J Clin Microbiol. 1991 Feb;29(2):297-301

PUNTAJE LACTOBACILOS Gardnerella & Bastones curvos
Bacteroides spp.
0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1+ 02+
2 2+ 2+ 3+ 04+
3 1+ 3+
4 0 4+
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Para el diagndstico de vaginosis bacteriana en el siguiente trabajo se
utilizé6 una modificacion de los criterios de Nugent desarrollada por la
Dra. Ellen Jo Baron (MS. Ph.D., Post-Doc in Clinical Mycrobiology and
Public Health, Universidad de Standford, USA):

Cuadro 4. Modificacién de puntaje de Nugent desarrollado por Dra. Ellen Jo Baron

Numero visto SCORE

Morfotipo NINGUNO 1 1-5 | 5-30 <30

Gardnerella/Prevotella 0 1 2 3 4
Cocobacilos Gram variable

Mobiluncus 0 1 2 3 4
Lactobacillus 4 3 2 1 0

SCORE

TOTAL

4.4

Streptococcus agalactiae: un patégeno oportunista de la flora vaginal

Los estreptococos son un grupo heterogéneo de bacterias y no hay un
sistema apropiado para clasificarlos. Comprende veinte especies, entre ellas:
Streptococcus pyogenes (grupo A), Streptococcus agalactiae (grupo B) y
Enterococcus (grupo D); se distinguen por combinaciones de caracteristicas
como la morfologia de las colonias, patrones de hemolisis sobre agar sangre
(hemolisis o, hemolisis P, hemolisis a 0 no hemolisis), composicion
antigenica de las sustancias de la pared celular especificas del grupo beta
(GBS) y sensibilidad a bacitracina utilizando disco de 0.04 pg. (29,30).

Los estreptococos beta hemoliticos (Streptococcus agalactiae), son
bacterias gram positivas que causan enfermedades invasivas principalmente
en mujeres embarazadas, postparto y neonatos; siendo estos Ultimos los mas
afectados debido a las complicaciones neonatales (sepsis, neumonia o
meningitis) que la colonizacién materna por GBS y posterior infeccion
neonatal puede causar(31). En la actualidad es considerada la principal
causa de morbi-mortalidad neonatal en los EE.UU.(32)

En base al esfuerzo de la prevencién en paises industrializados como
Estados Unidos de América se ha visto una reduccion muy significativa en
los ultimos 15 afios, de 1.7 casos por 1000 nacidos vivos (1990’s) hasta
llegar a 0.34-0.37 casos por 1000 nacidos vivos en los tltimos afos.(32)

En base a estadisticas del CDC, basadas en un estudio hecho en 10 ciudades
de EE.UU, se estima que las infecciones por GBS han causado un
aproximado de 1200 casos de infeccion invasiva en recién nacidos durante
el periodo 2008 - 2010.(33,34)
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La transmision temprana se adquiere de manera vertical al pasar por el canal
del parto, tras la exposicion del producto al GBS de la vagina de una mujer
infectada. Las infecciones neonatales ocurren principalmente cuando la
bacteria GBS asciende desde la vagina hasta llegar al liquido amniotico
posterior al inicio del trabajo de parto o posterior a la ruptura de
membranas, aunque también puede haber infeccion a través de membranas
integras. EI GBS puede ser inhalado hacia los pulmones del feto, lo que
posteriormente puede llevar a una bacteremia.

En aquellos recién nacidos afectados por esta bacteria observamos casos de
distress respiratorio, apnea y otros signos/sintomas de sepsis en las primeras
24-48h de vida. Los sindromes clinicos que mas comdnmente se observan
en recién nacidos son sepsis y neumonia; en menor porcentaje se puede
observar meningitis.(8)

4.4.1 Enfermedad Neonatal Temprana

En el neonato la enfermedad se presenta usualmente como sepsis, neumonia
0 meningitis. Aproximadamente el 25% de los casos se produce en
prematuros. En 80% de los recién nacidos se manifiesta antes de los siete
dias de vida (enfermedad neonatal precoz), adquiriéndose el
microorganismo durante el trabajo de parto o nacimiento (transmision
vertical). La forma tardia de la enfermedad se presenta después de los siete
dias de vida, y puede ser resultado de la adquisicion del germen por
transmisién vertical, infeccion adquirida desde la comunidad o infeccién
nosocomial, por lo cual no nos referiremos a ella en este estudio ya que no
se puede asociar al embarazo.(32)

4.4.2 Patogénesis

En una mujer embarazada colonizada por GBS, este puede llegar a infectar
el feto por via ascendente al producirse la ruptura de membranas o través de
membranas integras(32) o durante el paso a través del canal del parto. La
gran mayoria de los neonatos expuestos y colonizados por GBS permanecen
asintomaticos, sin embargo, cerca del 1% desarrollan sintomas de infeccion
durante las primeras horas posteriores al nacimiento.(8)

Herbert MA et al., en su estudio titulado “Factores Neonatales de Virulencia
en sepsis neonatal: Streptococcus del Grupo B” (35) han explicado el
proceso de infeccién del GBS de la siguiente manera: adherencia, invasién
y dafio al huésped y sobrevivencia in vivo.

1. Adherencia

Aunque aun no se conocen con exactitud cuales proteinas juegan un
papel en la adherencia a las células del huésped, se sabe que la
adherencia a la superficie epitelial por medio de proteinas de
superficie es un paso definitivo para la infeccién por GBS.(35)
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2. Invasion y dafio al huésped

Como se menciona anteriormente, en el caso de la infeccion neonatal,
el huésped (neonato) se ve expuesto a la infeccion por GBS durante
diferentes etapas del embarazo, ya sea por infeccion a través de las
membranas y liquido amniotico o por transmision vertical durante el
paso a través del canal del parto.

Una vez se ha dado la invasion y la colonizaciéon del huésped por
GBS, este utiliza diferentes toxinas, enzimas, etc., que llevan al
desarrollo del dafio al huésped. Dentro del arsenal utilizado por el
GBS tenemos:

e Hemolisinas: La mas extensamente estudiada es la hemolisina f,
que es una toxina formadora de poros en la pared celular, se han
visto involucradas en la destruccion de células pulmonares,
generando hipertension pulmonar, shock séptico e invasion celular.
El GBS posee otras tres hemolisinas (hemolisina A, hemolisina Il y
el factor organismo no ha sido aun determinado).

e Factor CAMP: es una oligomerasa formadora de poros en las
células del huésped; sin embargo, se han encontrado cepas de GBS
gue no producen el factor CAMP por lo que no se considera un
requerimiento absoluto para la invasion del organismo huésped.

e Enzimas digestivas: EI GBS produce una gran cantidad de enzimas
como peptidasas, proteasas, colagenasa y hialuronidasa, que se cree
se utilizan para la destruccién de las células de los diferentes tejidos
del huésped, facilitando asi la liberacion de nutrientes por parte de
esté y favoreciendo la propagacion del GBS a nivel sistémico.

3. Sobrevivencia in vivo

Para lograr sobrevivir una vez dentro del huésped, el GBS debe ser capaz de
burlar el sistema inmune.(35)

Existen nueve serotipos de GBS siendo los serotipos la, I, 11l 'y V los mas
comunmente encontrados en casos de sepsis neonatal. EIl mas comun de
todos ellos, el serotipo Il es responsable de cerca de un 50% de los casos
(8,18,35)

Se han descubierto ciertos mecanismos, que se comparten entre los
diferentes serotipos para lograr esquivar o engafar el sistema inmune del
huésped, dentro de los cuales podemos contar: la variacion antigénica, la
utilizacion de mecanismos mediante los cuales la bacteria se vuelve
practicamente invisible para el sistema inmune y produccion de enzimas
capaces de inhibir, desactivar y desnaturalizar las proteinas y componentes
del sistema de inmunidad del huésped, logrando asi la sobrevivencia dentro
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de este, causando cualquiera de los cuadros caracteristicos de este patdgeno
en el organismo: sepsis, neumonia o0 meningitis.(4,8,21,35,36)

4.4.3 Factores de riesgo

4.5

El principal factor de riesgo para este tipo de infeccion en recién nacidos es
la colonizacién materna intraparto por GBS. En un estudio realizado en los
afios 1980s se demostr6 que las mujeres con colonizacion por GBS,
presentaban un riesgo 25 veces mayor de infectar a los recien nacidos que
en aquellas mujeres con cultivo negativo. (37)

Ademas se observo que 1-2% de los recién nacidos de mujeres embarazadas
con resultados positivos para GBS; que no reciben tratamiento, desarrollan
infecciones tempranas por GBS(32).

Otros factores de riesgo relacionados a la infeccion por GBS del neonato,
incluye:

e Edad gestacional < 37 semanas

e Ruptura de membranas prolongada

e Edad materna

e Razanegra

e Bajo nivel socioecondémico.

e Antecedente de partos previos con infecciones por GBS (factor de
riesgo de recurrencias)(37)

En un estudio realizado por Boyer et al., en 1985 en los Estados Unidos de
América, se observo que en mujeres con edad gestacional menor de 37
semanas, ruptura de membranas de > 12 horas de evolucién o con
temperatura intraparto > 37.50C., los recién nacidos tenian un riesgo 6.5
veces mayor de presentar infeccion por GBS(38)

Diagnéstico e Identificacion de Streptococcus agalactiae (GBS)

Debido a la importancia que tiene la pronta identificacion de las pacientes
embarazadas colonizadas con GBS por el riesgo que este representa para los
recién nacidos, se han creado varios metodos de cultivo e identificacion de
este patdgeno a través de los afios, con diferentes resultados en cuanto a
sensibilidad, tiempo requerido para obtener resultados y habilidad necesaria
de la persona encargada de las muestras y su procesamiento. (32,39,40)

45.1 Aislamiento Inicial de Streptococcus agalactiae

En el afan de estandarizar procedimientos para facilitar la identificacién del
GBS, grupos como el conformado por el CDC, la Asociacion Americana de
Pediatria y el Colegio Americano de Obstetras y Ginec6logos, han
elaborado Guias de Prevencion de la enfermedad neonatal por Estreptococo
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Beta Hemolitico y han dado lineamientos acerca de la recoleccion de
muestras y su procesamiento en laboratorio.

Dentro de estas estrategias, se contemplan los siguientes puntos:

e Se debe colectar la muestra de mujeres entre las 35 — 37 semanas de
gestaciéon, o por lo menos en las 5 semanas previas a la fecha
estimada del parto.

e La muestra se colecta mediante hisopado del tercio inferior de la
vagina y del esfinter anal, pudiendo usarse el mismo hisopo para
ambos muestreos o hisopos diferentes si asi se prefiere. No es
necesaria la utilizacion de espéculo para la recoleccion de la muestra.

e La muestra debe ser colocada en un medio no nutritivo (medio de
Stuart 0 medio de Amies) para su transporte en caso de ser necesario
y debe ser cultivado dentro de las primeras 24 horas de su coleccion.

e Se recomienda la inoculacion de la muestra en un medio de cultivo
selectivo, como el caldo Todd - Hewitt suplementado con
gentamicina y acido nalidixico. Posteriormente el caldo resultante se
sub-cultiva en agar con sangre de carnero al 5 % para aumentar la
posibilidad de identificacion de colonias de GBS.

e Posteriormente, las colonias sospechosas son sometidas a diferentes
pruebas para comprobar la existencia de colonias de GBS; entre ellas
tenemos: tincion de GRAM, prueba del Factor CAMP, aglutinacién
por particulas de latex.

e En aquellas pacientes que se sepa que existe historia de anafilaxia a
betalactamicos, se recomienda realizar pruebas de susceptibilidad a
clindamicina y/o eritromicina.

45.2 ldentificacion Presuntiva de Streptococcus agalactiae

Los estreptococos del grupo B son cocos grampositivos que forman cadenas
cortas en las muestras clinicas y cadenas mas largas en el cultivo,
caracteristicas que los hacen indistinguibles de S. pyogenes en la tincion de
Gram. Crecen bien en los medios enriquecidos con nutrientes y a diferencia
de las colonias de S. pyogenes las colonias de S. agalactiae tienen un
aspecto mantecoso y generan una estrecha zona de hemolisis. Cerca de un 1
a 2% de las cepas no producen hemolisis.(41)

La catalasa es una enzima cuya funcion es la de descomponer el peroxido de
hidrogeno en hidrégeno y agua. Excluyendo al género Streptococcus y
algunas otras la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
poseen catalasa. La base de la Prueba de la Catalasa es demostrar la
presencia de esta colocando dos o tres gotas de H202 a un extendido de
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colonia en una superficie plana, como una laminilla portaobjetos limpia. El
resultado se lee como catalasa positivo si hay efervescencia.(30)

En afos recientes, se ha estudiado la utilizacion de medios de cultivo
diferentes para la identificacion de GBS (39,40,42); dentro de estos, uno de
los mas estudiados ha sido el medio de cultivo GRANADA, en el cual las
colonias de GBS generan color anaranjado — rojizo, lo cual facilita su
identificacion y reduce el tiempo de diagndstico en aproximadamente 24
horas en comparacion con los resultados con el medio de cultivo de Todd —
Hewitt; se ha reportado en diferentes estudios una sensibilidad para el medio
de Granada y otros medios cromogenicos como el Caldo Zanahoria
producido por Hardy Diagnostic, USA, de aproximadamente el 90% que
junto con la reduccion del tiempo de diagnostico (39,42), lo colocan como
una buena opcion para la identificacion de pacientes con GBS. Sin embargo,
se ha reportado que con la utilizacion de este medio se puede pasar por alto
hasta un 5% de las pacientes con GBS (39) por lo cual no se recomienda
como Unico medio para el diagnostico e identificacion en pacientes
embarazadas.

Una vez identificadas las colonias sospechosas a GBS en las placas de Agar
Columbia enriquecidas con sangre de carnero al 5% es necesario realizar la
identificaciéon de dichas colonias por lo cual es necesario realizar distintas
pruebas diagnosticas de las que se hablan a continuacion.

4.5.3 Identificacién definitiva de Streptococcus agalactiae

Los métodos utilizados para la identificacion de GBS se basan en ciertas
caracteristicas propias de esta bacteria de las cuales podemos tomar ventaja
para lograr su identificacion. Dentro de estas caracteristicas tenemos: la
presencia de factor CAMP, la ausencia de hidrolisis de PYR (pyrolidonil-B-
Naphthylamida) y la produccion de pigmentos en medios de cultivo
adecuados.

453.1 Factor CAMP:

Los Streptococcus del grupo B producen una proteina difusible y
termoestable (factor CAMP) que aumenta la hemolisis de
Sthaphylococcus aureus el cual (sembrado desde la parte superior
hacia la parte inferior de la placa) produce esfingomielinasa C, la
cual se puede unir a las membranas de los hematies. Ambos son
productos extracelulares que difunden en el medio de cultivo,
produciendo la acentuacion de la reaccion f — hemolitica que ocurre
cuando los dos reactivos se superponen en una placa de Agar Sangre
de Carnero.

En esta prueba se observa un efecto sinérgico que se produce al
interactuar el factor CAMP producido por cepas de S.agalactiae con
la hemolisina B de Staphylococcus aureus. Una vez inoculados, los
medios de cultivo deben ser incubados a 35-370C por 18-24 horas.
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llustracion 2. Prueba de Camp. Obsérvese las dos
reacciones positivas de la izquierda (punta de flecha)
con las reacciones negativas de la derecha.

453.2 Ausencia de Hidrolisis de PYR:

La prueba consiste en determinar la presencia de la enzima L-
pirrolidonil arilamidasa. Los microorganismos que contienen dicha
enzima, pueden hidrolizar el sustrato presente en los discos en forma
rapida, con liberacién del grupo pirrdlico, el cual reacciona con el
reactivo revelador: N-N dimetilamino cinamaldehido. S. agalactiae
da un resultado negativo a la prueba de PYR)

Esta es una prueba presuntiva especifica tanto para los estreptococos
R’ hemoliticos del grupo A, como para los Enterococcus sp; y
permite diferenciar los Streptococcus del grupo A de otras especies
de Streptococcus.

Existen varias formulaciones comerciales basadas en esta funcion,
las cuales agregan un sustrato que reaccionan produciendo un color
caracteristico (usualemente dentro del espectro de anaranjado-rojo)
mediante el cual se interpretan los resultados positivos.
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llustracion 3. Reaccion de PYR. A la izquierda (A) una reaccion negativa
(Streptococcus agalactiae); a la derecha (B) se reaccidn positiva a PYR,
observa la coloracidn roja en el disco (Staphylococcus aureus)

453.3 Produccion de pigmentos:

Consiste en medios de cultivo los cuales incorporan métodos de
pigmento cromogenicos para la deteccion de GBS, como el medio de
Granada (Biomédica, Madrid, Espafa), Carrot Broth (Hardy
Diagnostic, USA), etc.].

El caldo zanahoria (Carroth Broth) es un medio cromogenico listo
para usar, el cual ha sido formulado para la identificacion de las
cepas hemoliticas de Streptococcus agalactiae y que puede generar
resultados en un periodo de 6 a 24 horas.

Se hace uso de la caracteristica Unica de los estreptococos B —
hemoliticos grupo B, de producir colonias rojas o anaranjadas
debidas a la formacion de un pigmento especifico cuando se incuba
en condiciones adecuadas. La formula es la descrita por de la Rosa et
al(42), ha sido desarrollada a partir de los medios descritos por Islam
y de la Rosa utilizando la capacidad de inducir la formacion de
pigmento que en el GBS poseen los inhibidores de folato. La
aparicion de colonias rojas en el medio es especifica (100 %) de
Streptococcus agalactiae.(39,42,43)
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4.6

llustracion 4. Reaccion Positiva de Caldo
Zanahoria a Streptococcus agalactiae, nétese el
cambio de coloracion de blanco a naranja.

Prevencién de la enfermedad neonatal por GBS

Tamizaje

El tamizaje universal tiene costos superiores a la Seleccion por Factores de
Riesgo (SPFR), pero permite contar con una medicion de laboratorio
objetiva que facilita la evaluacion de los resultados; la seleccion por factores
de riesgo es tedricamente mas sencilla de implementar, pero la valoracion
de los resultados es mas dificultosa.(44)

Desde la implementacion de las guias creadas por el CDC para la
prevencion perinatal de infecciones por Streptococcus beta hemolitico en el
afio 1996, se ha visto una marcada tendencia a la disminucién de
complicaciones, tanto tempranas como tardias (llustracion 5) con lo que se
demuestra la eficacia del tamizaje y la importancia de este.(32)

Incidence per 1,000 live births
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llustracion 5. Incidencia de enfermedad neonatal Temprana
y tardia por GBS de 1990 a 2008. Tomado de ""Prevention of
Perinatal Group B Streptococcal Disease, Revised Guidelines

form CDC, 2010~
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Profilaxis intraparto con antibioticos endovenosos:

El uso de antibioticos intraparto como método profilactico para prevenir la
infeccion por GBS en recién nacidos, fue estudiado por primera vez en los
anos ‘80s. Estudios clinicos junto a estudios observacionales, demostraron
que de esta manera, se disminuye la infeccion vertical.(45,46) Pruebas
tempranas, han demostrado una eficacia del 100% para profilaxis intraparto
con antibidticos para prevenir infeccion neonatal temprana, en aquellas
mujeres infectadas con GBS (46-48). Otros estudios con las mismas
circunstancias, han demostrado una efectividad de 86-89% (38,46,48)

La eficacia de la penicilina y la ampicilina administradas por via
endovenosa intraparto para la prevencion de la infeccion temprana por GBS,
ha sido comprobado por multiples estudios realizados anteriormente(7,48—
51). Las dosis de penicilina y ampicilina usadas como profilaxis intraparto
contra GBS se calculan para lograr adecuados niveles en la circulacion fetal
en el liquido amnidtico de manera rapida, y evitando niveles de toxicidad
tanto para la madre como para el feto. La duracion del tratamiento
profilactico es ampliamente discutida (49,50,52). En el caso de antibidticos
betalactamicos se considera que una administracién al menos cuatro horas
previo al parto ha dado muy buenos resultados para la prevencion de la
transmision vertical de GBS (32,38,49,52) y para la prevencién de infeccién
neonatal temprana. La administracion de antibidticos en momentos mas
cercanos al parto puede proporcionar algun tipo de proteccion;
especificamente se menciona, que en caso de ser administrado con al menos
dos horas previas al parto se obtiene cierto grado de proteccion. (32,38)

En el caso de pacientes con antecedentes de reacciones adversas a
tratamiento con betalactamicos como penicilina o cefalosporinas, el CDC en
sus guias de prevencion recomienda el estudio de sensibilidad con
antibiéticos como la clindamicina y eritromicina. (32)

Se han estudiado otras iniciativas para reducir infeccion materna e infeccion
vertical, incluyendo administracion intramuscular de antibidticos al
momento del parto de manera profilactica (48) ; antibi6ticos orales e
intramusculares(53,54), y duchas vaginales o limpieza vaginal con
chlorexidina.(55)
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V. Materiales y Métodos

5.1  Tipo de Estudio
El presente constituye un estudio descriptivo de tipo transversal.

5.2 Universo de Trabajo

5.2.1 Poblacién

Se tomd como poblacion a estudiar a las mujeres embarazadas, que
asistieron a su control prenatal en la consulta externa de Deteccion de
Riesgo del Hospital Nacional de Maternidad, San Salvador, El Salvador
desde la tercera semana de Noviembre 2011 hasta la primera semana de
Enero 2012.

5.2.2 Muestra

Se consulto con el Departamento de estadistica del Hospital acerca de la
cantidad de pacientes mensual promedio que asisten a la consulta de
Deteccion de Riesgo reportando que el nimero de pacientes que llegan
mensualmente a la consulta de Deteccion de Riesgo es aproximadamente de
150 pacientes por mes. Se utilizaron estos datos y se introdujeron en el
software OpenEpi versién 2.0 del CDC de Atlanta obteniendo los siguientes

resultados:
Sample Size for Frequency in a Population
Population size(for finite population correction factor or fpc)(N): 150
Hypoth_e3|zed % frequency of outcome factor in the 506+/-3
population (p):
Confidence limits as % of 100(absolute +/- %)(d): 3%
Design effect (for cluster surveys-DEFF): 1

Sample Size(n) for Various Confidence Levels

Confidence Level(%) Sample Size

95% 87
80% 56
90% 74
97% 94
99% 106
99.9% 119
99.99% 127
Equation

Sample size n = [DEFF*Np(1-p)]/ [(d*/Z%1-o*(N-1)+p*(1-p)]
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N = 86 Si se tomara el total de la poblacién atendida en la Consulta de
deteccion de riesgo

De acuerdo a Moreno Altamirano, en su libro “Epidemiologia Clinica” se
propone que para validacion de pruebas diagnosticas se propone una muestra
igual o mayor a 144 por lo decidié tomar una N=150 teniendo en cuenta las
limitaciones de financiamiento del estudio, asi como que la muestra
seleccionada era representativa de la poblacion de la consulta de deteccion de
alto riesgo y que este valor se encontraba por encima del 99.99% del nivel de
confianza.

5.2.3 Criterios de inclusion y exclusiéon

Para la eleccion de las pacientes que participaron en este estudio se tomaron
en cuenta las siguientes condiciones:

Criterios de Inclusion

e Toda aquella mujer embarazada, sin importar su edad, que éste
Ilevando su control prenatal en la consulta externa de deteccién de
riesgo del Hospital Nacional de Maternidad y que se encuentre entre
las 20 y 37 semanas de embarazo.

e Toda paciente que esté de acuerdo voluntariamente en participar en el
estudio.

Criterios de exclusion

e No se procesaran aquellas muestras que no hayan sido conservadas
adecuadamente.

e Aquellas muestras en las que la informacion requerida no esté
completa.

e Agquella paciente que no quisiera participar en el estudio.

5.3 Definicion Operacional de Variables

Cuadro 5. Definicion operacional de Variables

Variable Definicién Indicador
Mujer Mujer en edad fértil que
Embarazada presente algun sintoma
de embarazo o tenga e Gonadotropina coriénica
diagndstico humana en sangre u orina
comprobado mediante (valor normal < 5 pg/dL)
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prueba de laboratorio
y/o imagenoldgica que
se encuentre en control
prenatal del Hospital
Nacional de Maternidad
por embarazo de alto
riesgo y que se
encuentre por arriba de
las 20 semanas de
gestacion.

Embarazo comprobado
mediante ultrasonografia
Amenorrea arriba de 20
semanas.

Vaginosis Desorden ecologico de Criterios de Nugent
Bacteriana segin | la microbiota vaginal (mediante tincién de
criterios de normal, que resulta de Gram):
Nugent una perdida de
lactobacilos siendo 0-3: normal
sustituidos por una 4-6° intermedio
flora 7-10: Vaginosis Bacteriana
predominantemente
anaerobica.
Leucorrea Descarga vaginal Dato verbal proporcionado

anormal aumentada y
en ocasiones
acompafada de cambio
de color a un color
grisaceo, mal olor,
prurito, disuria o
dispareunia

por la paciente, al indagar
sobre la presencia de
leucorrea que se haya
presentado en cualquier fase
de su embarazo actual.

Tratamiento de
Leucorrea

Administracion de
medicamentos para el
manejo de leucorrea en
pacientes embarazadas

Dato verbal o documentado
en la historia clinica de la
paciente, al indagar sobre
antecedentes de tratamiento
anterior relacionado con
leucorrea durante algin
momento de su embarazo.

Infeccion de Vias
Urinarias (IVU)

Infeccion de cualquier
componente del tracto
urinario.

Dato verbal proporcionado o
documentado en la historia
clinica de la paciente, al
indagar sobre la presencia
de IVU en algiin momento
de su embarazo.

Tratamiento de
VU

Administracién de
medicamento
antibiotico para el
tratamiento de
infeccion de vias
urinarias en pacientes
embarazadas

Dato verbal proporcionado
por las pacientes al indagar
sobre la administracion de

antibidticos para el manejo
de IVU en algiin momento
de su embarazo.
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Infecciones de

Infecciones y

Dato verbal o dentro de la

transmision enfermedades historia clinica de la
sexual transmitidas por via paciente sobre infecciones
sexual, sus de transmisién sexual
complicaciones y |
secuelas. (56) presentes en el transcurso
del embarazo actual.
Amenaza de Inicio de verdadero Dato verbal o documentado

Parto Prematuro

trabajo de parto que
tiene lugar después de
20 semanas de
gestacion y antes de las
37 semanas completas
de edad gestacional(57)

dentro del expediente
clinico de la paciente sobre
episodios de amenaza de
parto prematuro en el
embarazo actual.

Aborto

Perdida espontanea de
un embarazo clinico
antes de completadas
las 20 semanas de edad
gestacional, o si la edad
gestacional es
desconocida, la pérdida
de un embrién/feto
menor de 500 gr.

Dato verbal o documentado
dentro del expediente
clinico de la paciente sobre
el nimero de abortos en
embarazos anteriores.

Antibioticoterapia
en embarazos
anteriores.

Antecedentes de
antibioticoterapia
recibida en embarazos
anteriores por cualquier
patologia que asi lo
requiriera.

Dato verbal o documentado
dentro de la historia clinica
de la paciente sobre el uso
de antibioterapia en
embarazos anteriores.

Complicaciones
en embarazos
anteriores

Antecedente de
complicaciones en
embarazos anteriores
las cuales pueden ser de
caracter:
materno(aquellas dadas
por patologias propias
de la madre) y/o
complicaciones fetales
0 neonatales (aquellas
relacionadas
directamente con el feto
0 que se presentaron
durante el periodo
neonatal)

Dato verbal o documentado
en la historia y antecedentes
clinicos de la paciente sobre
historia de complicaciones
en embarazos anteriores.
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Colonizacion por
Streptococcus
agalactiae
(identificacion
por produccion de
pigmentos)

Bacteria Gram positiva,
perteneciente al grupo
B de Lancefield, capaz
de generar un halo de
beta hemolisis al ser
cultivado en agar
sangre.

e Produccién de Pigmentos:
se realizara mediante el
cultivo en medio
cromogenico (Carrot Broth)
el cual, al haber presencia de
GBS se tornara de color
rojo-anaranjado.

Colonizacién por
Streptococcus
agalactiae
(identificacion de
acuerdo a normas
establecidas por
CDC)

Bacteria Gram positiva,
perteneciente al grupo
B de Lancefield, capaz
de generar un halo de
beta hemolisis al ser
cultivado en agar
sangre.

Identificacion de colonias de
GBS siguiendo las guias dadas
por el CDC:

o Aquellas colonias que
presenten en su borde
una zona leve de
hemolisis beta seran
sometidas a diferentes
pruebas para comprobar
la existencia de colonias
de GBS; entre ellas
tenemos:

¢ Prueba de Camp:
hemolisis en punta de
flecha

e Pruebade PYR
negativa

Tiempo de
Diagnostico

Cantidad de tiempo,
expresada en dias,
horas, minutos
necesarios para tener un
resultado a partir de las
muestras obtenidas de
cada paciente.

Cantidad de tiempo necesaria para
realizar diagnostico:

e Dias
e Horas
e Minutos

Costo de pruebas
Diagnosticas por
paciente

Costo monetario
individual por paciente
para el diagnostico de
colonizacion por GBS y
vaginosis bacteriana.

Cantidad de dinero utilizado por
paciente para realizar los
procedimientos diagndsticos,
expresado en dblares americanos:

)

5.4

5.4.1 Coleccion de la informacion

Recoleccidn de datos y manejo de las muestras.

Los sujetos a quienes se les realizo el estudio, aceptaron voluntariamente su
participacion en el mismo, posterior a firmar un consentimiento informado,
se le realizo una encuesta para obtener datos socios demograficos de la
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paciente, historia ginecoobstétrica de embarazos anteriores y embarazo
actual. (Anexo 2).

A cada encuesta se le asigné6 un numero, de caracter ordinal, el cual
también se asignd a todas las muestras tomadas a la paciente para facil
identificacion y garantizar la proteccion de identidad de las mismas,
ademas de evitar confusiones durante el manejo y procesamiento de
muestras en el laboratorio.

5.4.2 Técnica de toma de muestra

COLECCION DE MUESTRAS PARA AISLAMIENTO DE S. AGALACTIAE

Para la recoleccion de las muestras, se siguieron las recomendacion hechas
por el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) sobre la recoleccion
de muestras vagino — rectales para el cultivo e identificacion de
Streptococcus Beta Hemolitico del Grupo B, las cuales se detallan a
continuacién de acuerdo a la Guia para la Prevencion de enfermedad
neonatal por Streptococcus del grupo B (Prevention of Perinatal Group B
Streptococcal Disease, Revised Guidelines from CDC, 2010.)(32):

- Se realiz6 un hisopado del tercio inferior de la vagina (introito
vaginal), seguido por un hisopado rectal introduciendo el hisopo a
través del esfinter anal; se pueden utilizar hisopos diferentes o el
mismo hisopo para recolectar la muestra. No se aceptaron
hisopados cervicales, perianales, perirectales o perineales, y se
recomendo no utilizar espéculo para su recoleccién. (ilustracion 6)

- Ambos hisopos se colocaron en caldo Todd-Hewitt (TH) y se

mantuvieron refrigerados a 4 °C hasta el momento de su
procesamiento.

COLECCION DE MUESTRAS PARA DIAGNOSTICO DE VAGINOSIS

- Las muestras para vaginosis, se recolectaron al mismo tiempo que
las muestras para aislamiento de GBS. EIl hisopo conteniendo
muestra de secrecion vaginal del tercio inferior de la vagina
(ilustracién 6) se extendié en una ldmina portaobjetos nueva, que
se dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente se fijo con
metanol en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Dr.
José Matias Delgado.
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Tercio Inferior Vagina:
Streptococcus grupo B,
vaginosis bacteriana.

Hisopo Anal o Rectal: Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus
grupo B (+ hisopadovaginal )

llustracion 6. Sitios Adecuados para la toma de Muestras

5.4.3 Medios de Transporte y manejo de muestras

I. Evaluacion del medio de transporte

Se evaluaron dos medios de transporte para la realizacion del estudio:
Amies, y Stuart (preparado a partir de una formulacién comercial en el
laboratorio de microbiologia del Hospital Nacional de Maternidad). Ambos
medios son recomendados por las normas dadas por el CDC en la Guia
para la Prevencion de enfermedad neonatal por Streptococcus del grupo B
(Prevention of Perinatal Group B Streptococcal Disease, Revised
Guidelines from CDC, 2010.)

Adicionalmente se utilizd el caldo Todd-Hewitt (TH) con antibioticos
(medio de enriquecimiento para GBS), que si bien no es un medio de
transporte, permite el crecimiento sin inhibicién de S. agalactiae.

En estos medios se inocularon 2 hisopos conteniendo cantidades similares
de inoculo (2 colonias) de una cepa de referencia de S. agalactiae tipificada
por medio de API y proporcionada por el laboratorio del Hospital lero de
Mayo del Seguro Social de El Salvador y muestras provenientes de los
aislamientos clinicos.
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Previo a su procesamiento los medios de transporte se mantuvieron a
temperatura ambiente y el medio TH se mantuvo a 4°C, por un periodo de
de 5 h, tratando de reproducir condiciones similares a las del aislamiento
de GBS a partir de muestras clinicas.

Posteriormente los hisopos de los medios de transporte se inocularon en
Caldo TH. Estos tubos y el tubo control conservado a 4°C todos fueron
incubados en atmosfera de CO; a 35°C durante 15h aproximadamente. Al
cabo de este tiempo se tomo una asada de todos los tubos y se estrié en
placas medio Agar Columbia con 5% de sangre de carnero, las cuales fueron
incubadas 24h en condiciones similares a las ya descritas para el posterior
conteo de colonias.

Cuadro 6. Disefio Experimental para evaluacion de Medios de Transporte

Medios de cultivos
Cepas Streptococcus Amies Stuart Todd Hewitt
agalactiae
Cepa de referencia de X X X
Hospital lero de Mayo
ISSS*

ELS-55 X X X

ELS-85 X X

ELS-DV X X

Nota 1. El prefijo ELS se utiliza para identificar cepas de S. agalactiae obtenidas de aislamientos clinicos de
pacientes salvadorefias. *Cepa de referencia proporcionada por el Hospital 1ero de Mayo del Instituto
Nacional del Seguro Social tipificada por medio de API

I1. Concentracion de antibiéticos

De acuerdo a las recomendaciones dadas por el CDC las muestras obtenidas
deben ser incubadas en 5 ml de caldo Todd - Hewitt enriquecido con acido
nalidixico (15pg/mL) y gentamicina (8ug/mL)(32) esto para lograr una
mejor posibilidad de aislamiento de GBS. Recomiendan que la preparacion
de los caldos se haga con sales de antibidtico, sin embargo, por el alto costo
que esto representaba, decidimos enriquecerlos con discos de difusion de 30
Mg cada uno como los utilizados para realizar antibiogramas.

Esto represento una alternativa muy econdémica debido a la disponibilidad
local; los discos para pruebas de sensibilidad de acido nalidixico de 30 pg y
discos de gentamicina de 30 pg para la preparacion del caldo, se agregaban
a los tubos de TH en la mafiana del dia en que serian colectadas las
muestras. Estos discos se encuentran disponibles localmente a muy bajo
costo. Debido a la diferencia de concentracion en los discos, fue necesario
evaluar dos concentraciones cercanas a las concentraciones recomendadas
por el CDC para complementar los discos.
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El caldo TH con dos concentraciones de antibioticos (medio de
enriquecimiento para GBS), si bien no es el medio de transporte, permite
el aislamiento sin inhibicion de S. agalactiae.

Se prepararon dos grupos de tubos conteniendo 5ml de TH; a un grupo se le
agrego dos discos de gentamicina y tres discos de acido nalidixico
alcanzando asi concentraciones de 12 pug/mL de gentamicina 'y 18 pg/mL de
acido nalidixico; el segundo grupo contenia un disco de gentamicina y dos
discos de acido nalidixico, alcanzando en este caso 6 y 12
microgramos/mililitro respectivamente.

En estos medios se inocularon hisopos conteniendo como inoculo dos
colonias de S. agalactiae tomadas a partir de cultivos de 12 horas de una
cepa de referencia de S. agalactiae proporcionada por el laboratorio del
Hospital 1ero de Mayo del Instituto del Seguro Social y tipificada por medio
de API y cepas de aislamientos clinicos.

Previo a su procesamiento los medios se mantuvieron a 4°C, por un
periodo de 5 h aproximadamente, tratando de reproducir condiciones
similares a las del aislamiento de GBS a partir de muestras clinicas en el
campo.

Posteriormente estos tubos fueron incubados en atmosfera de CO, a 35°C
durante 15h. Al cabo de este tiempo se tomd una azada de todos los tubos y
se estriaron placas con Agar Columbia con 5% de sangre de carnero, las
cuales fueron incubadas 24h en condiciones similares a las ya descritas, para
el posterior conteo de colonias.

Cuadro 7. Disefio Experimental para evaluacion de diferentes Concentraciones de Antibidticos

Cepas Medios de cultivos
Streptococcus Medio TH con Gentamicina Medio TH con Gentamicina (6j.g) y
agalactiae (12pg) y Ac Nalidixico(18ug) Ac Nalidixico(12ug)
Cepa de X X

Referencia de
Hospital lero

de Mayo

ELS-DV X X
ELS-55 X X
ELS-85 X X
ELS-74 X X
ELS-73 X X

Nota 2. El prefijo ELS se utiliza para identificar cepas de S. agalactiae obtenidas de aislamientos clinicos de
pacientes salvadorefias.
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I11. Manejo de las Muestras Recolectadas

Una vez recolectas las muestras, éstas se mantuvieron en frio hasta su
traslado a las instalaciones del laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Dr. José Matias Delgado, el cual se llevaba a cabo diariamente.

Los tubos de caldo Tood Hewitt complementados con Acido Nalidixico y
Gentamicina conteniendo ambos hisopos del muestreo se incubaron por 15-
18 horas a 35°C en atmosfera de CO,al 5%.

Después de esta incubacion ambos hisopos se inocularon en medio caldo
Zanahoria y medio agar Columbia 5% de sangre de carnero y se incubaron
nuevamente por 24h a 35°C; solamente los cultivos en placa de agar
Columbia se cultivaron en condiciones de atmosfera de CO,al 5%. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion se examinaron las placas en busca de
colonias morfol6gicamente pequefias de 1 a 2 mm de diametro, de aspecto
mantecoso y con un halo pequefio de beta hemolisis a su alrededor(41). Los
tubos de medio caldo Zanahoria fueron inspeccionados visualmente en
busca de un cambio de coloracion del color blanquecino del medio al méas
sutil cambio en coloracion, que puede ir desde un rosa melocotén hasta un
naranja intenso lo cual se interpreta como un resultado positivo.

Todas las colonias sospechosas, asi como los caldos Zanahoria positivo
fueron sub cultivadas para la obtencion de cultivos puros y su posterior
caracterizacion por pruebas bioquimicas.

5.4.4 ldentificacion microbioldgica de colonias sospechosas a Streptococcus
agalactiae

A todas las colonias presuntivas de GBS, se les realizaron las pruebas de
Tincion de Gram, Catalasa, PYR y Prueba CAMP para poder confirmar la
presencia de GBS(3,5,30,32,41).

Las pruebas biogquimicas, catalasa y PYR se realizaron de la siguiente
manera:

e |. Catalasa: Para la realizacion de la prueba se realizaba un extendido
de la colonia sospechosa en una lamina portaobjetos y posteriormente
se le agreg6 1 a 2 gotas de perdxido de hidrogeno al 3%. Se considero
una prueba positiva al tener efervescencia en la colonia examinada.
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llustracion 7. A) Reaccion positiva de colonia de Enterococo a la
Prueba de Catalasa (notese las burbujas que denotan la liberacion
de oxigeno al descomponer el peréxido de hidrogeno; B) Reaccién
de extendido de colonia de GBS (n6tese la ausencia de burbujas)

o |l. Prueba de PYR: Para la realizacion de la prueba de PYR se utilizaron
dos pruebas comerciales: PYR Test Kit and PYR Reagent, distribuido por
Hardy Diagnostic, California, USA y PYR DISC K1538B de laboratorios
KEY SCIENTIFIC. Esta prueba se realiz6 siguiendo las instrucciones de los
fabricantes: Se realizaba un extendido de la colonia sospechosa sobre discos
humedecidos con agua estéril, 5 minutos después se afiadid el reactivo
revelador generando un tono rojo-naranja en caso de ser positiva o incolora
en caso de ser negativo. Streptococcus agalactiae carece de dicha enzima,
por lo cual al realizar la prueba de PYR esta es negativa

llustracion 8 Comparacion en la reaccion de PYR para dos bacterias diferentes: A)
Reaccion de Streptococcus agalactiae, notese la ausencia de pigmento debido a la ausencia
de la enzima L-pirrolidonil arilamidasa; B) Reaccion de Sthaphylococcus aureus, generando
un color naranja intenso en los discos de reactivo.

Se realizaron también pruebas microbiolégicas a aquellas muestras
sospechosas para GBS.

Las pruebas microbioldgicas utilizadas fueron la Tincion de Gram y la prueba
de CAMP, las cuales se describen a continuacion.

e Tincién de Gram. Se realizo un extendido de todas aquellas colonias
sospechosas de GBS y se colorearon utilizando la tincion de Gram. En el
caso de S. agalactiae se observaron cocos gram positivo que forma cadenas
largas en muestras de cultivo.
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lustracion 9. Microscopia de cepa de Streptococcus agalactiae (100x)
obtenida de las muestras tomadas durante este estudio. Observe abundantes
cocos gram positivos distribuidos en cadenas en todo el campo de visién.

Prueba de CAMP. En esta prueba se observa un efecto sinérgico que se
produce al interactuar el factor CAMP producido por cepas de S.agalactiae
con la hemolisina B de Staphylococcus aureus, potenciando de esta manera
la hemdlisis lo cual da como resultado caracteristica una “punta de flecha”
en el lugar donde se di6 esta reaccion.

Para la realizacion de la prueba de CAMP se utilizaron cepas de GBS
obtenidas de aislamientos clinicos y una cepa de GBS proporcionada por el
Hospital 1ero de Mayo del Instituto del Seguro Social como cepa control. La
cepa de S. aureus utilizada fue la ATCC 25923.
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De los aislamiento clinico, la cepa de GBS ATCC y la de S. aureus,. se
realizaron sub-cultivos de 12 horas de colonias aisladas previamente en
medio Agar Columbia enriquecido con Sangre de carnero al 5%. Con ayuda
de un asa con punta de aguja se inocul6 la cepa de S. aureus ATCC 25923
en linea recta de forma vertical y en el centro de las placas Agar Columbiay
Agar Tripticasa Soya ambos suplementados con Sangre de carnero al 5%

Posteriormente se procedié a realizar el inoculo de la cepa de GBS
proporcionada por el Hospital 1lero de Mayo y de los aislamientos clinicos.
Utilizando un asa en punta de aguja se recogio 1-2 colonias por cepa para
luego realizar el inoculo en linea recta de forma horizontal en la placa de
Agar Columbia y perpendicular al inoculo de S. aureus, procurando evitar
gue exista contacto entre ambos inoculos. Dichas placas fueron incubadas
por 15-18 horas a temperatura de 35°C y en un medio de CO,. Una vez
transcurrido el periodo de incubacion fueron revisadas visualmente para
comprobar los resultados.

Debido a la sinergia existente entre las cepas de Streptococcus agalactiae y
Staphylococcus aureus se observa el desarrollo de una zona hemolitica muy
clara, triangular con forma de punta de flecha, indicando la amplificacién de
la hemolisis apuntando desde la linea del estreptococo hacia la linea del
estafilococo tomando la prueba como resultado positivo.
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5.4.5 Diagnostico de Vaginosis

El diagndstico de vaginosis bacteriana se realizé mediante la realizacion de tincion de Gram, segun el método descrito por
Nuget et al.(28,27) y posterior examinacion de la muestra.

El método de puntaje utilizado para diagnostico que se detalla a continuacion, fue desarrollado por la Dra. Ellen Jo Baron (MS.

Ph.D., Post-Doc in Clinical Mycrobiology and Public Health) a quien se le solicito su permiso para poder ser utilizado en este
estudio.

Numero visto SCORE
Morfotipo NINGUNO 1 1-5 | 5-30 <30
Gardnerella/Prevotella 0 1 2 3 4
Cocobacilos Gram variable
Mobiluncus 0 1 2 3 4
Lactobacillus 4 3 2 1 0
SCORE
TOTAL

Se realizo la identificacién mediante los morfotipos y el diagnostico segun el puntaje obtenido los cuales fueron:
- Normal: 0-3; Intermedio: 4-6; Vaginosis Bacteriana: 7-10(Ver ilustracién 10)
Aquellas muestras en las que no se pudieron encontrar células epiteliales 0 en nimero muy escaso fueron clasificadas como “Muestra

Inadecuada para el diagnostico de Vaginosis Bacteriana”. La presencia de levaduras, polimorfonucleares, globulos rojos, etc., si bien no
contribuyen al diagnostico de VB fueron incluidos dentro del reporte en caso de encontrarse presentes en la muestra.



llustracioén 10.

Fotografias ilustrativas de diagnostico segun puntaje: La Muestra A corresponde a una secrecién vaginal Normal (0-3), observe
abundancia de células epiteliales y predominio de lactobacilos; Muestra B corresponde a un estadio Intermedio (4-6), hay escases
de células epiteliales y diferentes morfotipos bacterianos; la Muestra C representa un caso de VB (7-10) con abundantes bacterias

y presencia de células clave.



llustracion 11. Algoritmo de diagnostico de Vaginosis Bacteriana y Colonizacién por GBS
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5.4.6 Aspectos éticos a tener en cuenta en las investigaciones con seres

5.5

humanos

Este protocolo fue sometido a consideracién de las autoridades
hospitalarias y a evaluacion por el comité de ética de la investigacion
en seres humanos hospitalario.

Los resultados pueden conllevar a acciones terapéuticas, ya que
estamos buscando a aquellas mujeres quienes se encuentran
colonizadas por GBS 0 que tienen vaginosis bacteriana, siendo
obligacion referirlas a tratamiento en caso de encontrarse diagnosticos
positivos, para asi disminuir las complicaciones causadas por la
misma.

En este estudio se respeto la autonomia de cada una de las pacientes;
entendiéndose que toda persona competente es autbnoma en sus
decisiones. Esto refleja el derecho del paciente a aceptar o rechazar
un tratamiento, abandonar el estudio en cualquier momento sin
comprometer la calidad de atencion que se le brindara en centro
hospitalario cuando lo necesite; a elegir entre las alternativas
terapéuticas o en caso de incapacidad a ser representado.

A todas las pacientes se le informd del objeto del estudio, los
beneficios y riesgos de participar en el mismo pasando una forma de
consentimiento informado a todas aquellas pacientes que
voluntariamente aceptaron ser parte de este estudio (Anexo 1) en la
cual se explicaba el objeto del estudio, los beneficios de participar en
él y la manera en la que la informacién personal y de su expediente
clinico se mantendria segura y no seria utilizada para otros fines que
no estén directamente relacionados con el desarrollo de este estudio;
dicho consentimiento, una vez aceptados y comprendidos los
términos contendidos en el mismo, fue firmado por la paciente o por
un persona responsable o familiar responsable de dicha paciente.

Reporte de los resultados.

El reporte de los resultados se procuro entregar en un periodo de 48 a
72 horas desde el momento en que se realizd el inoculo para la
incubacion. Dicho proceso se realizd mediante la entrega de una
tarjeta que contenia los datos de identificacién de la paciente y
posteriormente fue anexado al cuadro de la paciente.

El objetivo de proporcionar los resultados en un periodo no mayor al
de las 72 horas fue para asegurar, en los casos con resultado positivo,
un adecuado tratamiento durante el momento del parto.



VI. Resultados

El presente estudio se realiz6 en una N de 153 pacientes de la consulta
externa de  deteccion de riesgo del HNM las cuales recibieron
consentimiento informado y aceptaron su participacién voluntaria en el
estudio. Los datos obtenidos se analizaron mediante el software SPSS
version 16.

La edad promedio de esta poblacion fue de 27 +7 afios, y su distribucion
cumple con las caracteristicas de una variable normal. Un 82.6% del total de
pacientes incluidas en este estudio se encontraba en el rango de edad de los
18-40 afios de edad. (Grafica 1)

257 Mean =27.14
Std. Dev. =7.033
=152

-
wn
|

Frecuencia

10+

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Edad

Grafica 1. Distribucion segun edad. Nétese la distribucién normal de la grafica, con una media de
edad de 27 afios.
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N %
Procedencia Urbana 111 73.0%
Rural 41 27.0%
Total 152.0 100.0%
Nivel de escolaridad  Ninguno 19 12.5%
Basica 33 21.7%
Tercer ciclo 39 25.7%
Bachillerato 41 27.0%
Universitario 20 13.2%
Total 152 100.0%
Estado civil Soltera 26 17.1%
Casada 41 27.0%
Acompafada 85 55.9%
Viuda 0 .0%
Total 152 100.0%
Ocupacion Desempleada 7 4.6%
Ama de casa 107 70.4%
Empleada informal 14 9.2%
Empleada formal 21 13.8%
Profesional 3 2.0%
Total 152 100.0%

Cuadro 8. Caracteristicas socio demograficos de la poblacién.

El cuadro 8 resume los datos socio-demogréaficos de la poblacion estudiada.
El 73% de esta es de procedencia urbana y el 50% se encuentra en situacion

de unidn estable.

Los resultados obtenidos sobre la escolaridad de las pacientes encuestadas
revelan que el 74.4 % de las pacientes recibieron algun tipo de educacion
basica o0 media; un 13.2 % de las pacientes poseian estudios universitarios y
solamente un 12.5 % de las pacientes no habian recibido ninguna clase de
escolaridad. De ellas solamente 25% realizan algun tipo de trabajo por el

cual reciben alguna clase de ingresos.
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6.1 Antecedentes Gineco-obstétricos de la poblacién

Media N %
Numero de partos anteriores 1
Namero de abortos 0
Ruptura Prematura de Membrana en Si 3 1.97
embarazos anteriores (mas 18h) No 149 98.03
Total 152 100
Tratamiento antimicrobiano en Si 25 16.45
embarazos anteriores No 127 83.55
Total 152 100
Complicaciones en Embarazos No 121 79.61
anteriores Maternas 11 7.24
Neonatales 20 13.16
Total 152 100

Cuadro 9. Antecedentes Obstétricos

El cuadro 9 recoge los datos obstétricos de las pacientes encuestadas. La
media de embarazos previos fue de 1 y siendo la media para los abortos de 0

Solamente el 1% de las pacientes estudiadas refirié haber presentado ruptura
prematura de membrana en un embarazo anterior y solamente un 16.4% de
las pacientes han sido sometidas a tratamiento con antibiédticos (incluye
medicamento de administracion oral y/o endovenosa) en embarazos

anteriores.

El 79.6% de la poblacion no ha presentado complicaciones obstétricas
anteriores y de aquellas que las han presentado un 13.2% de ellas estuvieron
relacionadas al neonato (fiebre, distress respiratorio, sepsis, malformaciones

congénitas).
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6.2 Datos sobre Embarazo Actual

Se incluyeron en este estudio pacientes desde las 28 semanas de gestacion
hasta el término del embarazo, teniendo una media de 33 semanas 6/7.

Media N %
Semanas de amenorrea 33.67
Infecciones de trasmision No 137 90.1%
sexual VIH 4 2.6%
VPH 11 7.2%
Otras 0 0%
Total 152 100.0%
IVU en Embarazo Si 78 51.3%
No 74 48.7%
Total 152 100.0%
Tratamiento para IVU Si 58 38.2%
No 25 16.4%
no aplica 69 45.4%
Total 152 100.0%
Leucorrea Si 85 55.9%
No 67 44.1%
Total 152 100.0%
Amenaza de parto Si 29 19.1%
prematuro No 123 80.9%
Total 152 100.0%

Cuadro 10. Representacion de variables encontradas en el embarazo actual

El 9.8% de las pacientes presentaron algin tipo de infeccion de transmision
sexual, siendo la de mayor incidencia el virus de papiloma humano. Mas del
50% de las pacientes refirieron haber padecido de infeccién de vias urinarias
(IVU) en el transcurso de su embarazo y solamente el 74% de estas refirieron
haber recibido tratamiento. El apartado ‘“No aplica” se refiere a aquellas
pacientes que no refirieron haber presentado sintomatologia por lo que no se les

hizo un diagnostico ni fueron sometidas a tratamiento antibiotico.

Cerca del 56% de pacientes reconocieron haber presentado leucorrea durante el
transcurso de su embarazo y menos del 20% del total sufrieron de uno o mas

episodios de amenaza de parto prematuro.
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6.2.1 Aislamiento de Streptococcus agalactiae en la poblacién estudiada

En cuanto a los resultados obtenidos de las pruebas pilotos sobre el uso de
medios de transporte y la concentracion adecuada de antibiéticos se
obtuvieron los siguientes datos:

Cuadro 11. Resultado de evaluacion de medios de transporte vs Caldo Tood-Hewitt

Medios de cultivos

Cepas Streptococcus Amies Stuart Todd Hewitt
agalactiae
Cepa de Referencia de 0 0 +
Hospital 1ero de Mayo
ELS-55 - + +++
ELS-85 + 0 +
ELS-76 - + +

Nota 3. Se utiliz6 un puntaje basado en cruces para cuantificar el nimero de colonias aisladas de la
siguiente manera: 0 = menos de 10 colonias; 1+ = 10 — 50 colonias; 2+= 50-100 colonias; 3+= >100 colonias.
El prefijo ”ELS-“se utiliza para identificar las cepas aisladas a partir de muestras de pacientes

salvadorenfias.

El cuadro 11 contiene los resultados obtenidos en la prueba de evaluacion
de los medios de transporte recomendados para el manejo de las muestras
comparadas con la inoculacion directa en caldo TH.

El 100% de las cepas inoculadas y cultivadas en el caldo TH se
mantuvieron viables y presentaron un crecimiento adecuado en el posterior
subcultivo en placas de Agar Columbia con 5% de sangre de carnero. En
cambio, al utilizar los medios de transporte se observa cierto grado de
inhibicion en el crecimiento de las cepas al ser subcultivadas en Agar
Columbia.

En el medio de Stuart, que es preparado en el laboratorio del HNM, no se
obtuvo crecimiento de la cepa de referencia de GBS y solamente dos de las
cepas de aislamiento clinico presentaron crecimiento adecuado. EI medio
Amies tampoco fue capaz de mantener viable el inoculo de GBS de
referencia.
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Cuadro 12. Comparacién de concentraciones distintas en medio TH para el aislamiento de S.
agalactiae

Medios de cultivos
Cepas Medio TH con Gentamicina Medio TH con Gentamicina (6ug) y
Streptoco_ccus (12ug) y Ac. Nalidixico(18ug) Ac Nalidixico(12ug)
agalactiae
Cepa de Referencia 0 +
de Hospital lero de
Mayo
ELS- 76 2 col +
ELS-55 + +++
ELS-85 0 +
ELS-74 + +++
ELS-73 + +

Nota 4. Se utiliz6 un puntaje basado en cruces para cuantificar el nimero de colonias aisladas de la siguiente
manera: 0 = menos de 10 colonias; 1+ =10 — 50 colonias; 2+=50-100 colonias; 3+= >100 colonias. El
prefijo”ELS-“se utiliza para identificar las cepas aisladas a partir de muestras de pacientes salvadorefias.

El cuadro 12 presenta los resultados obtenidos al evaluar dos
concentraciones diferentes de antibidticos en el caldo TH. Se utilizaron
discos de sensibilidad para preparar el caldo.

En la concentracion 1 (izquierda) se utilizaron dos discos de gentamicina y
tres discos de Acido nalidixico mientras que en la concentracién 2 (derecha)
se utilizé un disco de gentamicina y dos discos de acido nalidixico.

Se puede observar claramente un efecto inhibitorio en las cepas de GBS que
fueron inoculadas en el caldo TH con la mayor concentracion de
antibidticos, ya que si bien se obtuvo crecimiento de algunas cepas
inoculadas la cantidad de colonias disminuye en ellas.

Para el transporte y enriquecimiento de las muestras recolectadas se utilizd
caldo Tood Hewitt complementado con antibidticos (Acido Nalidixico y
Gentamicina) en la concentracion descrita en el cuadro 11. Posteriormente
se realizo la inoculacién en medio Caldo Zanahoria para la identificacion de
GBS. Simultdneamente se inocul6 la muestra en agar Columbia con Sangre
de Carnero al 5% para identificacién de colonias sospechosas (llustracion
13).

En el caso del Caldo Zanahoria se observo en las muestras positivas un
cambio de coloracidon del color blanquecino del medio que fue desde un rosa
melocoton hasta un naranja. (llustracion 12)
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llustracion 12. Comparacién entre un medio CarrothBroth normal
(A) y un medio con resultado positivo (B) para GBS. Nétese el
cambio de un color blanco a un tono anaranjado.

Paralelamente en los cultivos en Agar Columbia con sangre de carnero al
5% a partir del caldo TH se identificaron colonias sugestivas de GBS, que al
ser obtenidas en cultivo puro se describen como colonias de 1 a 2 mm de
diametro, de aspecto mantecoso y con un halo pequefio de beta hemolisis a
su alrededor.

B

llustracion 13. Placas con cultivo aislado de GBS: A) Aislado de cepa de
obtenido durante la realizacién del estudio. B) Prueba de CAMP positiva en tres
muestras obtenidas durante nuestro estudio. Observe la caracteristica punta de
flecha formada en entre la cepa de Sthaphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae dada por la sinergia entre la hemolisina B del primero y el factor
CAMP del segundo.
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7 de las 150 muestras resultaron positivas para GBS, lo que corresponde a
un 4.6% de colonizacion por esta bacteria en la poblacion estudiada. El
100% de las muestras se identificaron en Caldo Zanahoria y en medio Agar
Columbia con Sangre de Carnero al 5% vy resultaron PYR negativas y
CAMP positivas. Todas las cepas presentaron cadenas largas de cocos a la
tincién de GRAM (Cuadro 13).

Cepas Tincibn  Catalasa  PYR Test Kit PYR DISC CAMP
Streptococcus de GRAM and PYR K1538B**
agalactiae Reagent*
Cepa de Referencia + - - - +
Hospital lero de

Mayo
ELS-50 + - - - +
ELS-55 + - - - +
ELS-73 + - - - +
ELS-74 + - - - +
ELS-76 + - - - +
ELS-85 + - - - +
ELS-99 + - - - +

*(Hardy Diagnostics)  ** (Key Scientific)

Cuadro 13. Resultado de pruebas realizadas para identificacion de GBS.

6.2.2 Impacto Econdmico del Diagnostico de GBS

Gasto Total Gasto Por Tiempo de
Muestra Diagnostico
Caldo Zanahoria 683.24 USD 4.5USD 6-24 hrs
Todd-Hewitt + Agar | 283.08 USD 0.62 USD 72 hrs
Columbia Sangre de
Carnero 5%

Cuadro 14. Comparacion del impacto econémico y tiempo utilizado
entre los medios diagndsticos utilizados.

El cuadro 14, compara las diferencias econémicas y el tiempo requerido
para el diagnostico segun el método utilizado.

El costo total de la utilizacion del Caldo Zanahoria ascendié a $683.24 USD
representado una gasto por muestra procesada de $4.5 USD sin embargo el
tiempo de procesamiento no excede de 24 horas. Al utilizar el método
tradicional (caldo TH + subcultivo en Agar Columbia 5% sangre de carnero)
se obtuvo una reduccion de $400 USD, sin embargo se requieren
aproximadamente 72 horas para poder tener un diagnostico definitivo.
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6.2.3 Colonizacion con GBS e implicaciones clinicas

Cuadro 15. Correlacion entre presencia de GBS y variables presentes en el embarazo actual y
en embarazos anteriores

Colonizacién con GBS

Positiva negativo
N % N %
IVU en Embarazo Si 4 5.1 74 94.9
No 2 2.7 72 97.3
TOTAL 6 3.9 146 96.0
Vaginosis Bacteriana Normal 6 6.1 93 93.9
Intermedio 0 0 23 100.0
Vaginosis Bacteriana 1 3.6 27 96.4
Muestra Inadecuada 0 0 3 100.0
TOTAL 7 4.6 146 95.4
Leucorrea Si 2 24 83 97.6
No 4 6.0 63 94.0
TOTAL 6 3.9 146 96.0
Complicaciones en* No 5 4.1 116 95.9
Embarazos anteriores Maternas 1 9.1 10 90.9
Neonatales 0 0 20 100.0
TOTAL 6 39 146 96.0
Ruptura Prematura de* Si 0 0 3 100.0
Membrana (mas 18h) No 6 4.0 143 96.0
TOTAL 6 3.9 146 96.0

*Variables presentes en embarazos anteriores segiin datos proporcionados en la
entrevista hecha a cada paciente

El cuadro 15 muestra la correlacion entre las pacientes que dieron resultado
positivo para GBS y las demas variables identificadas durante la realizacion
del estudio.

El 57.1% de las pacientes con resultado positivo a GBS presentaron
infeccion de vias urinarias en algin momento de su embarazo. Solamente 1
paciente (3.6%) fue diagnosticada con VB ademas de presentar resultado
positivo a GBS y solamente 2.4% de las pacientes diagnosticadas con GBS
refirieron haber padecido de leucorrea durante el transcurso de su embarazo.
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Ninguna de las pacientes con resultado positivo a GBS ha presentado RPM
anteriormente y solamente 1 (14.2%) de las pacientes con resultado
positivo a GBS presento complicaciones en embarazo anterior siendo estas
de indole materna.

El 98% de las muestras recolectadas para diagnostico de VB resultaron
adecuadas y solamente tres se clasificaron como “Muestra Inadecuada
para diagnostico” debido a la ausencia de células epiteliales.

El 18.7% de las pacientes se diagnosticaron con VB y 15.4%, se
diagnosticaron como estadio Intermedio, es decir, en riesgo de desarrollar
VB. Esto representa cerca del 35% de pacientes con algun grado de
alteracion de la flora vaginal normal.

6.2.4 Implicaciones clinicas del diagnostico de VB

Vaginosis Bacteriana

Normal Intermedio Vaginosis Bacteriana
N % N % N %
Leucorrea Si 52 61.2 15.0 17.6 18 21.2
No 46 71.9 8.0 125 10 15.6
Total 98 65.8 23 154 28 18.8

Cuadro 16. Relacidén entre la presencia de leucorrea y diagnostico de VVaginosis Bacteriana.

El cuadro 16 correlaciona los datos sobre la presencia de leucorrea y el
diagnostico de Vaginosis Bacteriana (VB) por medio de la tincion de Gram
de una muestra de secrecion vaginal.

Un total de 85 pacientes (55.9%) presentd leucorrea en algin momento de
su embarazo, siendo el 21.2% de estas diagnosticadas con VB; un total de
67 pacientes (44.1%) refirieron no haber presentado leucorrea en el
transcurso del embarazo, siendo un 71% de estas diagnosticadas como
secrecion vaginal normal. Del total de pacientes que no refirieron haber
tenido leucorrea durante su embarazo, el 15.6% fue diagnosticada con VB y
un 12.5% como Intermedio Estas diferencias resultaron no significativas
lo cual indica que el diagndstico de VB es independiente de la presencia o
no de Leucorrea.
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Tratamiento

No
tratamiento Clotrimazol Metronidazol  Fluconazol No aplica
N % N % N % N % N %
L Si Resultado Normal 38 73.1% 12 23.1% 1 1.9% 0 0% 1 1.9%
E Vaginosis Intermedio 9 600% 3 20.0% 2 133% 1 67% O 0%
U Bacteriana
Vaginosis
C . 14 77.8% 3 16.7% 1 5.6% 0 0% 0 0%
Bacteriana
O
R Total 61 71.8% 18 21.2% 4 4.7% 1 1.2% 1 1.2%
R No Resultado Normal 2 4.3% 2 4.3% 1 2.2% 0 0% 41 89.1%
E . .
Vaginosis Intermedio 2 250% 0 0% 0O 0% 0 0% 6 750%
A Bacteriana
Vaginosis
. 1 100% O 0% 0 0% 0 0% 9 90.0%
Bacteriana
Total 5 7.8% 2 3.1% 1 1.6% 0 0% 56  87.5%

Cuadro 17. Relacion entre el diagnostico de VB, presencia de leucorrea y tratamiento recibido.

El cuadro 17 representa la relacion existente entre las pacientes que
presentaron leucorrea, el tratamiento recibido y la presencia o no de VB.

Un 23.6% de las pacientes que no referian haber notado leucorrea durante su
embarazo fueron diagnosticados con VB o en estadio Intermedio, un 35%
de ellas recibieron algln tipo de tratamiento y el 90% de las pacientes que
fueron diagnosticas con VB y que no refirieron haber presentado leucorrea
no recibieron tratamiento alguno previamente.

De las pacientes que presentaron leucorrea durante su embarazo y que
fueron diagnosticas como VB o como estadio Intermedio, 69.6% refirid no
haber recibido ninguna clase de tratamiento, 21.2% fue tratado con agentes
antimicéticos como clotrimazol o fluconazol y el 9.1% restante recibio
tratamiento con metronidazol.

En el grupo de las pacientes que no refirieron haber notado leucorrea
durante su embarazo, mas del 90% de las pacientes que fueron diagnosticas
con VB o con estadio Intermedio no recibieron tratamiento para esta
condicion.
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Vaginosis Bacteriana

Normal Intermedio Vaginosis Bacteriana
N % N % N %
Amenaza de Parto Si 18 64.3 5 17.9 5 17.9
Prematuro No 80 66.1 18 14.9 23 19.0
Total 98 65.77 23 15.44 28 18.79

Cuadro 18. Relacidn entre el diagnostico de VB y antecedentes de Amenaza de Parto Prematuro
(APP) en el embarazo actual

El cuadrol8 relaciona los datos obtenidos entre la presencia de VB y APP
en el embarazo actual. Un total de 28 pacientes (19.1%) refirieron haber
padecido al menos un episodio de Amenaza de Parto Prematuro (APP) en su
embarazo actual. De ellas un 17.9% presentaba VB y un porcentaje similar
se encontraba en situacion de riesgo de VB.

Las pacientes que negaron haber padecido un episodio de APP, 19% fueron

diagnosticadas con VB y otro 14.9% se encontraban en situacion de riesgo
de desarrollar VB en el transcurso de su embarazo.
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VII.

Discusion

Desde hace mas de 30 afios se reconocio a nivel mundial el papel que
Streptococcus agalactiae ocupa dentro de las causas principales de morbi-
mortalidad neonatal(32). Esta bacteria ha sido identificada como una de las
principales causas de sepsis, heumonia y meningitis, siendo asi que un 2%
de los neonatos nacidos de pacientes colonizadas corren el riesgo de
presentarlas dentro de los primeros 7 dias post-parto.(21,32,37,58,59)

Desde su identificacion y reconocimiento se han implementado a nivel
mundial, principalmente en paises industrializados, diferentes métodos de
tamizaje y tratamiento oportuno para reducir su incidencia y sus
complicaciones.(4,32,60,61) Dichos programas de tamizaje y guias clinicas
han tenido un impacto positivo al lograr disminuir de manera considerable
la mortalidad asociada a complicaciones por S. agalactiae reportando datos
tan bajos como 0.4% de mortalidad asociada a GBS.(32)

El objetivo principal de este estudio es determinar la prevalencia de
Streptococcus agalactiae y Vaginosis Bacteriana en una poblacion de
mujeres embarazadas que se encuentran entra las 28 y 40 semanas de
embarazo y que llevaron su control prenatal en la consulta de Deteccion de
Riesgo del Hospital Nacional de Maternidad, San Salvador, El Salvador,
durante el periodo comprendido de finales de Noviembre 2011 a inicios del
mes de Enero 2012.

Cerca del 90% de las pacientes del estudio se encontraron en el rango de
edad de 18 — 40 afios, siendo este el rango en donde se encontraron todas las
muestras positivas a colonizacion por GBS. Este grupo en el cual se
encuentran las mujeres en edad sexual — reproductiva es el de mayor riesgo
de presentar colonizacién por Streptococcus agalactiae(8,45,60,62,63).

Si bien se conocen y se aceptan ciertos factores clinicos de riesgo para la
colonizacion por GBS en el neonato tales como: bacteriuria materna durante
el transcurso del embarazo, antecedentes previos de neonato con GBS,
corioamnionitis, madre febril durante trabajo de parto, etc., (47,60,62,64),
no se ha logrado asociar la presencia de GBS con factores socio-
demogréaficos como etnia, raza, estadio socio-econémico, etc.,(60) esto se ha
justificado debido a la gran variabilidad con la que el GBS se presenta a
nivel mundial(31,61,63)

7.1 Aislamiento de Streptococcus agalactiae en la poblacién estudiada

En el presente estudio se utilizaron dos métodos diferentes de cultivo e
identificacién para GBS; uno de ellos es el medio comercial Carrot Broth
(Caldo Zanahoria), fabricado por Hardy Diagnostic, California, USA. Este
medio es altamente especifico; en este estudio demostrd tener la misma
sensibilidad y especificidad que el -cultivo utilizando medio de
enriquecimiento Todd-Hewitt y sub cultivo en Agar Columbia con Sangre
de Carnero al 5%, que es considerado el estdndar de oro. Este dato es
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similar al encontrado por DiPersio et al., quien obtuvo una recuperacion del
100% de las cepas cultivas en Caldo Zanahoria al compararlo con Caldo
TH(43) Otros estudios concuerdan con estos resultados, como el realizado
por Rosa-Fraile et al(42,65), Church et al(66) y Gupta y Briski(39) en donde
se han comparado medios cromogenicos con el método tradicional de
cultivo, encontrando una sensibilidad y especificidad igual o mayor al 95%.

El segundo método utilizado en este estudio fue el recomendado por las
guias del CDC utilizando un medio de enriquecimiento (Todd-Hewitt) con
antibioticos (Ac. Nalidixico + Gentamicina) y posterior subcultivo en medio
de Agar Columbia con sangre de carnero al 5%; una vez identificada las
colonias sospechosas se realizaron diferentes pruebas para corroborar el
diagnostico: tincion de Gram para identificacion morfologica, Catalasa,
PYR 'y Prueba de CAMP.

En el presente estudio no se utilizaron medios de transporte debido a los
resultados obtenidos por las pruebas realizadas en los medios de transporte
en las cuales notamos un crecimiento irregular de las cepas de GBS al
utilizar dichos medios (Cuadro 11), lo cual nos podria llevar a falsos
negativos al momento de realizar los cultivos. Paralelo al procesamiento de
las muestras en el laboratorio de la UIMD, el HNM realiz6 cultivo de las
mismas muestras clinicas que se obtuvieron para este estudio obteniendo
solo 6 muestras positivas en contraste con las 7 muestras identificadas en el
presente estudio. A luz de los resultados presentados en el cuadro 10
presumimos que la razén de esta diferencia es la utilizacion de los medios
de transporte preparados en el hospital por lo cual se hace necesario realizar
estudios y pruebas mas exhaustivas de estos medios para identificar la causa
del fallo en el transporte de las muestras.

DiPersio et al., demostraron que el caldo TH es capaz de mantener las
muestras recolectadas viables por al menos 13 dias al ser dejado a
temperatura ambiente(43); sin embargo la recuperacion de colonias se
reduce durante los primeros cuatro dias, en especial a altas temperaturas, lo
cual puede llevar a resultados falso negativos. Si es posible, el espécimen
debe ser refrigerado antes de procesarlo.(4,31,32,39,40,45,67-69).

Debido a esto se decidié utilizar directamente el medio de Tood-Hewitt, en
el cual una vez tomada la muestra, el hisopo se introducia en el tubo y se
mantenia refrigerado (periodo de aproximadamente 5 horas) hasta su
traslado al laboratorio de Microbiologia de la UJMD en donde
posteriormente era incubado por 18-24 hrs en ambiente de CO2 para
subcultivarlo en placas Agar Columbia. Esta modificacion nos permitié no
solo recortar costos al no utilizar medios de transporte sino tener una mayor
posibilidad de encontrar casos positivos; sin embargo, de acuerdo a las guias
proporcionadas por el CDC(63), en aquellos lugares donde no exista la
capacidad inmediata de procesamiento de estas muestras es necesario
utilizar medios de transporte, refrigerar las muestras hasta su procesamiento
y procurar hacerlo durante las primeras 24 horas de recolectada la
muestra.(32)
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Se identificaron 7 casos positivos a GBS, traduciéndose en una prevalencia
de 4.6% para la poblacion estudiada. Este dato es similar a los encontrados
en dos estudios llevados a cabo en el pais en el periodo 2005-2006. El
primero fue realizado por Flores Ramos et al., en el Hospital Nacional de
Santiago de Maria, obteniendo una prevalencia de 4.88% (70) ; el segundo
realizado por Pérez Cruz et al., en el Hospital Nacional de San Francisco
Gotera, Morazan, en donde se obtuvo una prevalencia de 2.22%(71). Estos
datos van de acuerdo a la literatura revisada, en donde se acepta que la
prevalencia en mujeres embarazadas a nivel mundial puede ir desde un
2.9% hasta un 30%.(3,32,41,72)

A nivel regional, en el area centroamericana existen datos escasos sobre la
prevalencia de esta bacteria; asi tenemos un estudio realizado por Pereira
Quifiones en Ciudad de Guatemala en el periodo 2002-2003 que incluyo 500
pacientes obteniendo una prevalencia del 14.4%(3); en Nicaragua en el
periodo 2006 — 2008 Lo6pez Mendiola realizo un estudio en Leo6n, que
incluia una muestra de 210 pacientes encontrando una prevalencia del
9.5%(5). Se observa entonces que los datos encontrados en nuestro estudio
presentan la menor prevalencia en el rea centroamericana.

La existencia de una prevalencia de 4.6% en nuestra poblacion, si bien
pareceria ser insignificante es de suma importancia, ya que se reconoce
ampliamente al S. agalactiae como un patégeno potencialmente mortal
sobre todo para el feto y/o neonato(21,37,63,73,74).

De acuerdo a la encuesta FESAL 2008, la tasa de mortalidad perinatal ha
declinado de 26 muertes por cada mil embarazos viables en 1998 a 19
muertes por cada mil embarazos viables en el 2008(75); esta reduccion
puede ser atribuida a diferentes factores tales como la mejora de la atencion
materna previo, durante y posterior al parto, asi como también a la mejora
de la atencién neonatal, el uso de nuevas y mejores tecnologias en las areas
de cuidado intensivos, la mejor preparacion del personal de salud y por
altimo debido a los cambios culturales en la poblacion de mujeres
embarazadas(69-71,75) Sin embargo, no existen datos a nivel nacional
sobre cuantas de estas muertes perinatales estan directamente asociadas a
GBS; se sabe que en paises industrializados que reconocieron la necesidad
de llevar un sistema de tamizaje para identificar GBS se ha logrado una
disminucion sorprendente de la mortalidad neonatal relacionada a este
patdgeno(4,60,73). En Estados Unidos por ejemplo, se redujo de un 8% de
muertes neonatales asociadas a GBS al principio de 1996, afio en el que se
iniciaron a implementar las normas dadas por el CDC, hasta un 0.4% de
mortalidad neonatal relacionada a GBS en 2008.(32)
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7.2 Colonizacién con GBS e implicaciones clinicas

Se observo que 57.1 % de mujeres colonizadas por GBS habian tenido
infeccion de vias urinarias en el embarazo actual (Cuadrol5). Esto
concuerda con los datos obtenidos por otros investigadores en donde se
reconoce la bacteriuria y la presencia de IVU como un factor de riesgo para
colonizacion con GBS.(31,59,60,63) Las guias clinicas del CDC
recomiendan que se realicen urocultivos para descubrir la presencia de
bacteriuria asintomatica en todas las pacientes embarazadas, enfocando
primordialmente a la identificacién de GBS(63)

Diferentes autores han descrito la relacion entre la presencia de bacteriuria
asintomatica y el riesgo de colonizacidn rectovaginal en estas pacientes(76—
79). Este riesgo aumenta cuando se encuentran conteos en urocultivo de
>10° UFC (unidades formadoras de colonia) de GBS en las muestras de
orina. Sin embargo Centelles-Serrano et al., en un estudio conducido en el
afio 2006 en Tarragona Espafia con 1036 mujeres embarazadas a las que se
les realizo urocultivo encontrando que el riesgo de colonizacion
rectovaginal era practicamente idéntico en aquellas mujeres con recuentos
de GBS inferiores a 10* UFC/mL a aquellas con recuentos de GBS mayores
a 10* UFC/mL(80)

En cambio, no se encontr6 una relacion evidente entre la presencia de
leucorrea y GBS ya que de las 7 pacientes positivas a GBS solamente 2
(28.5%) de ellas referian haber padecido leucorrea en algin momento de su
embarazo y solamente 1 (14.2%) de las pacientes diagnosticadas con GBS
fue clasificada como VB.

Datos similares fueron reportados por Ling Z. et al en su descripcion de la
relacion entre el microbioma vaginal y las infecciones del tracto genital
femenino en donde demostraron que si bien la presencia de GBS y los
cambios relacionados a este en el microbioma vaginal no son considerados
normales tampoco se consideran anormales, ya que la presencia de otros
morfotipos bacterianos responsables de VB es mas bien escasas en estas
pacientes, lo que ha llevado a pensar que existe menor riesgo de VB en
mujeres embarazadas colonizadas por GBS que aquellas que no lo
estan(81).

Tampoco se observd en este estudio relacion de colonizacion por GBS con
antecedentes de ruptura prematura de membranas de mas de 18 horas de
evolucion (RPM) o complicaciones en embarazos anteriores ya que ninguna
de las pacientes colonizada presenté RPM.

Esto difiere con los datos presentados por las guias de CDC para la
prevencion de la enfermedad por GBS(63) y por autores como Allardice et
al(45), Phares et al(31), Puopolo et al(72), Regan et al(73), Apgar et al(60),
etc., donde se tiene a la ruptura prematura de membrana como uno de los
factores de riesgos clinicos para la infeccion con GBS. Probablemente la
ausencia de esta asociacion en este estudio es debida al disefio experimental
ya que no se incluyo a esta poblacion dentro de la poblacion objetivo.
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7.2.1 Impacto Econdmico del Diagnostico de GBS

En este estudio se utilizaron dos métodos diferentes para el diagnostico
de Streptococcus agalactiae con la finalidad de comparar los costos
econdmicos, el tiempo y personal necesario para su uso Yy la posibilidad
de utilizarlos en nuestro medio.

En el cuadro 14 se presenta un comparacion de los gastos incurridos y el
tiempo utilizado para el diagnostico utilizando el Caldo Zanahoria en
comparacion con el estandar de oro (enriquecimiento en caldo Tood-
Hewitt y posterior subcultivo en placas de Agar Columbia con 5%
sangre de carnero). Se observa una diferencia de $400 USD en el costo
global de ambos medios, siendo el mas caro el Caldo Zanahoria,
representando un costo por muestra de $4.5 USD a comparacion con el
método tradicional que presenta un $0.62 USD por muestra.

Una de las ventajas principales al utilizar el Caldo Zanahoria es la
reduccion del tiempo de diagnostico de aproximadamente 72 horas del
método tradicional a 6 - 24 horas(66) Es ademas un medio de facil
manejo que puede ser manipulado por personal sin mayor experiencia
en el area de laboratorio clinico.

En cambio, al utilizar el método tradicional de diagnostico, debido a
todo el trabajo que conlleva la preparacion de los medios, los tiempos
de incubacion y la realizacion de pruebas confirmatorias para
diagnostico, este se puede tardar hasta 72 horas. A pesar de ser el
método mas econdmico su desventaja radica en lo complicado de su
proceso, por lo que para poder realizarlo se necesita de un laboratorio
clinico totalmente equipado y personal de laboratorio experimentado en
la realizacion, uso y diagnostico correcto de este, lo cual a largo plazo
podria significar un mayor gasto de recursos humano y econémico.

7.3 Diagnostico de Vaginosis Bacteriana

Paralelamente al cultivo para identificacion de GBS, se examinaron
muestras de la secrecion vaginal de cada paciente para realizar diagnostico
de vaginosis bacteriana mediante tincion de Gram(19,20,26,27). Del total de
pacientes examinadas, un 18.7% fue diagnosticado con VB y un 15.4%
como estadio Intermedio, esto abarca aproximadamente el 35% de la
poblacion estudiada.

Sin embargo, a pesar de esto, vemos que la mayoria de estas pacientes no
recibié tratamiento alguno o recibieron tratamiento inadecuado, como en el
caso de las pacientes con VB que recibieron antimicéticos, y es que en la
practica clinica de nuestro medio el diagnostico de VB se basa en muchas
ocasiones en la experiencia clinica del consultante sin contar con ningln
medio de laboratorio disponible para ayudar a confirmar el diagnostico.
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En este estudio no se encontrd una asociacion significativa entre la
presencia de leucorrea y vaginosis bacteriana, 1o que nos hace concluir que
la presencia de leucorrea no es necesariamente indicativo de la presencia de
vaginosis bacteriana.

Es ampliamente aceptado que la VB es un factor de riesgo para muchas
complicaciones obstétricas como abortos, amenaza de partos prematuros,
ruptura  prematura de  membranas, corioamnionitis, etc.,(15-
17,19,20,24,82,83) y sin embargo en nuestro pais no se realizan de manera
sisteméatica métodos de tamizaje adecuados para su diagnostico y
tratamiento oportuno, lo cual de implementarse, podria significar una
reduccion significativa en la cantidad de abortos, amenazas de parto
prematuro, partos prematuros y otras complicaciones relacionadas a VB
ayudando asi a disminuir sustancialmente el gasto de recurso hospitalarios
que se utilizan para el tratamiento y manejo de estas morbilidades.
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VIIl. Conclusiones.

Se encontrd una prevalencia de Streptococcus agalactiae de 4.6% en
la poblacién estudiada

Un 35% de las pacientes estudiadas fueron diagnosticadas con algun
grado de alteracién de la flora vaginal normal (vaginosis bacteriana o
estadio intermedio).

Se observo que mediante la utilizacion de un sistema simplificado por
medio de puntaje segun coloracién de Gram se logro identificar 90%
de las pacientes que no fueron diagnosticas con VB en base a criterios
clinicos ya que no refirieron haber presentado leucorrea.

Se demostrd que es posible realizar y poner en préactica protocolos
para el aislamiento de Streptococcus agalactiae y que pueden ser
utilizados a nivel institucional en nuestro pais.

El 90% de las pacientes que fueron diagnosticas con VB y que no
refirieron haber presentado leucorrea no recibieron tratamiento alguno
previamente.

El 77.8% de las pacientes que presentaron leucorrea y que fueron
diagnosticas con VB no recibieron tratamiento previo y el 16.7% de
estas recibieron tratamiento inadecuado.

La presencia de infeccion de vias urinarias en algin momento de su
embarazo corresponde al 57.1% de las pacientes con resultado
positivo a GBS, representando asi un factor de riesgo importante para
la colonizacion rectovaginal.

No se encontrd relacion evidente entre la presencia de leucorrea y/o
ruptura prematura de membranas de mas de 18 hrs de evolucion con
GBS

Tanto en el medio de caldo de zanahoria como en el método
tradicional (TH + Agar Columbia Sangre carnero 5%) se identificaron
el 100% de las muestras positivas para GBS, siendo el mas econémico
a corto plazo el método tradicional.
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El Caldo Zanahoria a largo plazo presenta mayores ventajas ya que no
requiere de utilizacion de instrumental de laboratorio sofisticado ni el
manejo por personas entrenadas en laboratorio lo que lleva al ahorro
de instrumental de laboratorio y de pago de prestaciones a personal de
laboratorio.

El 75% de las pacientes se encuentran en situacién de desempleo.
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I1X. Recomendaciones

Ampliar este estudio y llevarlo a otras poblaciones dentro de nuestro
pais para corroborar nuestros resultados. Incluir otros niveles de
atencion como, niveles de atencion primaria y hospitales de segundo
nivel.

Realizar estudios multicentricos similares al presente en los cuales el
periodo de realizacidén se mas extenso e incluya una mayor poblacion
y se realice una evaluacion exhaustiva de los medios de transporte a
utilizar.

Realizar estudios el cual incluya el seguimiento de los neonatos de las
pacientes identificadas como casos positivos, y estudiar su evolucion.

Realizar estudios a nivel de neonatologia con el fin de identificar la
prevalencia de complicaciones relacionadas directamente a la
presencia de GBS en los recién nacidos.

Dar a conocer la importancia de la identificacion, diagnostico y
tratamiento oportuno de ambas entidades (vaginosis bacteriana y
colonizacion por GBS) lo cual debe iniciar desde la formacion de los
médicos en las aulas universitarias.

Implementar métodos de tamizaje para la identificacion de GBS
basados en la utilizacién de medios de enriquecimiento y/o medios
selectivos.
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XI ANEXOS



11.1 Anexo 1. Consentimiento Informado

Consentimiento Informado para las pacientes elegibles a participar en el estudio:

“Deteccion de Estreptococco agalactiae en mujeres embarazadas que acuden a la

consulta de control prenatal en Hospital Nacional de Maternidad”.

Investigadores Principales: Médicos In fieri José Francisco Lopez (77374496) y Raul José Madrid
Zepeda (74596936) (Médicos Egresados UIMD).

Usted esta siendo invitada a participar como voluntaria dentro de un estudio sobre la presencia de Streptococcus
agalactiae y vaginosis bacteriana en mujeres embarazadas que acuden a la consulta prenatal del Hospital
Nacional de Maternidad. Ambas son enfermedades causadas por bacterias que afectan a las mujeres
embarazadas y que ponen en riesgo al bebe ya que este se puede enfermar por estas o nacer antes de tiempo y
tener que ser hospitalizado.

Durante el estudio sera entrevistada acerca de usted, su trabajo, familia y embarazos anteriores. Ademas se le
solicita consentimiento para revisar su historial médico. Su informacion serd mantenida en la confidencialidad de
acuerdo a la préctica medica estandar. Su nombre no sera utilizado en ningln reporte o publicacion resultante de
este estudio. La informacion del estudio sera guardada en archivos confidenciales. Solo el personal tendra acceso
a los archivos, cuando sea necesario. Si usted acepta participar en este estudio, esta informacion sera parte de su
historia clinica y sera confidencial.

Se le realizara una toma de la secrecion vaginal y de la region anal mediante la utilizacién de un hisopo. Este
procedimiento no lleva ningun riesgo para usted o su bebe en ninguna manera.

Su participacion en el estudio no implicara ningun gasto para usted. No se le dard compensacion directa por
participar en el estudio.

El principal beneficio que va a poder tener si usted desea participar, es el de recibir informacion acerca de su
condicién, su tratamiento de ser necesario y como prevenir esta condicién. Su participacion ademas ayudara a
adquirir un mejor entendimiento de tratamiento, control y prevencion de la enfermedad.

Los doctores Raul José Madrid Zepeda y José Francisco Lépez Escobar son los responsables de responder
cualquier pregunta que usted pueda tener sobre este estudio y los puede contactar a los teléfonos que estan arriba.

El firmar este documento no le compromete a nada y es libre de negarse a participar o de abandonar el estudio
cuando quiera en el momento que lo desee sin tener que dar explicaciones, inicamente poniéndolo por escrito y
guedara en su expediente.

CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO

He leido 0 me han leido la hoja de informacion.

He podido preguntar mis dudas con respecto a los procedimientos de la toma de muestra durante el estudio y me
las han contestado bien y recibido suficiente informacion.

Se me ha explicado que mi deseo de participar es voluntario y puedo retirarme cuando lo desee sin necesidad de
dar explicaciones y sin perder ningin derecho.

Doy permiso a que se puedan realizar estudios sobre los datos de mi historia clinica.

Doy permiso a que se puedan las muestras necesarias de mi persona para la realizacion de este estudio.

Firma Testigo

DUI En caso de menor de edad firma de responsable
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11.2Anexo 2. Entrevista

Prevalencia de Estreptococco agalactiae en mujeres embarazadas que asisten
a su control prenatal en la consulta externa del Hospital de Maternidad, San
Salvador, El Salvador, 2011.

DATOS GENERALES.
Ficha N Fecha de toma de muestra.
N°Expediente
Nombre: Edad.
Direccion Urbano__ Rural.
Escolaridad Ocupacién
Estado civil: Soltera Casada Acompafiada

DATOS CLINICOS:

Antecedente Gineco- Obstétricos:

G P P A

Fecha de finalizacion ultimo parto:

FUM FPP Amenorrea:

LV.U durante el embarazo: Sl No TX:
Leucorrea  durante el  embarazo: Sl No TX:
A.P.P:SI No

Enfermedad de transmision sexual Sl NO

Horas de R.P.M. mayor de 18 horas en embarazos anteriores: Sl NO

Temperatura mayor de 38° C: Sl NO

Antibidtico-terapia en embarazos anteriores: Sl NO

Neonato con sepsis, neumonia o meningitis en embarazos anteriores: Sl NO

Datos del laboratorio

Tipo de Muestra: Vagino-Rectal:

Muestra Vagino — rectal (resultado):
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11.3Anexo 3. Tarjeta de Identificacion

Diagnostico de VicEginosis Bacteriana y
Aislamientode Estretptococo en
Mujeres Embarazadas

(En caso de embarazo subsecuente
presentar esta tarjeta)

Tarjeta de identificadén

NOMERE

EDAD

FUR

:CP

FECHA DETOMA DE MUESTRA =~ SEMANASDE AMENORREA
ALERGICA A PNC? S

IRESULTADO DE CULTIVO{GBS)
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