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RESUMEN

El Estreptococcus del Grupo B (EGB) o Streptococcus agalactiae es una bacteria que
coloniza la vagina de mujeres embarazadas y en algunos casos puede causar infecciones
y complicaciones durante el parto, tanto en la mujer como en el recién nacido. En el
noreste de México no se ha descrito la prevalencia de este patdgeno en mujeres
embarazadas ni en neonatos. Para generar informacion epidemioldgica relevante se evalué
la prevalencia de EGB y se caracterizaron los aislados en embarazadas. Se utilizdé un
estudio analitico transversal para evaluar los factores sociodemograficos, hereditarios
familiares, gineco-obstétricos y genéticos de gestantes colonizadas por S. agalactiae. Para
el muestreo se usaron hisopados vagino-rectales de mujeres embarazadas entre las 35 y
37 semanas de gestacion y se aislaron las bacterias usando agar sangre y Chromagar
StrepB. Su presencia se confirmdé mediante el uso de pruebas bioquimicas y la
serotipificacion mediante el uso de aglutinacién en latex contra cada serotipo. Una vez
aislados, se midio la produccion de biofilm de cada cepa mediante la técnica de
microtitulacion y se determind la resistencia a los antibidticos con el equipo VITEK 2 y
la técnica de difusidn en disco. Se estudiaron 1924 muestras de mujeres embarazadas, de
las cuales 52 (2,27%) resultaron positivas. El serotipo mas comun fue el serotipo Il con
19.2% (10), seguido de I11'y IV con 17.4% (9) mientras que los serotipos la, Ib V, VIl 'y
cepas no tipificables (NT) fueron menos comunes. En el caso de los recién nacidos,
encontramos dos muestras positivas dentro de las 52 madres colonizadas,
correspondientes a los serotipos VII1'y V. Ni las madres ni los recién nacidos presentaron
sintomas de infeccion en ninguna de sus manifestaciones clinicas. En la produccion de
biopeliculas, la mayoria de las cepas tienen una produccion débil y algunas producen
biopeliculas moderadas. Los serotipos II, I1I, V' 'y VIII fueron resistentes a tetraciclina, y
también se encontro una cepa de serotipo Il que, ademas de ser resistente a tetraciclina,
presentd resistencia a levofloxacino, moxifloxacino, eritromicina y clindamicina.
Mientras que en el andlisis de electroforesis de campos pulsados se obtuvo que la mayoria
de los aislados son cepas diferentes, ya que presentan un diferente patron de bandas, sin
embargo, una de las cepas no tipificables pertenece al mismo complejo clonal que las
cepas del serotipo VI1II, pudiendo indicar que pudiera pertenece a este serotipo.
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ABSTRACT

Group B Streptococcus (GBS) or Streptococcus agalactiae is a bacterium that colonizes
the vagina of pregnant women and in some cases can cause infections and complications
during childbirth, both in the woman and in the newborn. In northeastern Mexico, the
prevalence of this pathogen in pregnant women or neonates has not been described. To
generate relevant epidemiological information, the prevalence of GBS was evaluated and
the isolates were characterized in pregnant women. A cross-sectional analytical study was
used to evaluate the sociodemographic, family hereditary, gynecological-obstetric and
genetic factors of pregnant women colonized by S. agalactiae. Vagino-rectal swabs from
pregnant women between 35 and 37 weeks of gestation were used for sampling and
bacteria were isolated using blood agar and Chromagar StrepB. Its presence was
confirmed by using biochemical tests and serotyping using specific antisera against each
serotype. Once isolated, the biofilm production of each strain was measured using the
microtiter technique and resistance to antibiotics was determined with the VITEK 2
equipment and the disk diffusion technique. 1924 samples of pregnant women were
studied, of which 52 (2.27%) were positive. The most common serotype was serotype Il
with 19.2% (10), followed by 111 and IV with 17.4% (9) while serotypes la, 1b V, VIII and
nontypeable strains (NT) were less common. In the case of newborns, we found two
positive samples within the 52 colonized mothers, corresponding to ser VIII and V.
Neither the mothers nor the newborns presented symptoms of infection in any of its
clinical manifestations. In biofilm production, most strains have weak production and
some produce moderate biofilms. Serotypes II, IllI, V and VIII were resistant to
tetracycline, and a serotype 11 strain was also found that, in addition to being resistant to
tetracycline, presented resistance to levofloxacin, moxifloxacin, erythromycin and
clindamycin. While in the pulsed field electrophoresis analysis it was obtained that most
of the isolates are different strains, since they present a different pattern of bands, however,
one of the non-typeable strains belongs to the same clonal complex as the strains of the

serotype VIII, being able to indicate that it could belong to this serotype.
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l. INTRODUCCION

Estreptococcus del Grupo B (EGB) o Streptococcus agalctiae es un patdgeno oportunista,
que se encuentra colonizando de manera normal el tracto gastrointestinal y genitourinario
de mujeres embarazadas. Sin embargo, en algunos casos puede causar complicaciones en
el embarazo como abortos y partos pretérmino, mientras que si llega a infectar al neonato
puede causarle septicemia, neumonia y meningitis que puede provocar secuelas despues
de la enfermedad y en algunos casos la muerte (Phares et al. 2008; Skoff et al. 2009). En
muchos paises, incluidos Canada y los Estados Unidos, se realiza la busqueda
intencionada EGB en mujeres embarazadas a las 35 a 37 semanas de gestacion para
determinar si se realiza la profilaxis antibidtica intraparto (PAI) para las mujeres
colonizadas, lo que ha conducido a la reduccién de casos de enfermedad producidos por
EGB (CDC, 2010). Aunque se ha reportado que la prevalencia de colonizacion en mujeres
embarazadas de esta bacteria es de hasta el 38.7% en México, con una tasa de transmision
de 1/1500 recién nacidos y una letalidad de 38.5%, la blsqueda intencionada y la
profilaxis antibiotica intraparto no se realiza. Por otra parte, la mayoria de estos estudios
se han realizado en la parte sur del pais por lo que no hay reportes que indiquen la
prevalencia de EGB en el noreste de México (Reyna-Figueroa et al. 2007). Para que la
profilaxis antibiotica intraparto tenga resultados significativos se debe conocer si las cepas
presentan resistencia a antibioticos. Como primera opcion para tratar a EGB se utiliza la
penicilina. Como segunda opcidn, en caso de que las mujeres presenten alergia a este
antibidtico, se utiliza la eritromicina y clindamicina. La resistencia a antibidticos es un
problema que va en aumento debido uso indiscriminado que han tenido los antibi6ticos
para tratar enfermedades. Debido a esto han surgido cepas de EGB que presentan una
susceptibilidad reducida a la penicilina y que también pueden presentar resistencia a la
eritromicina y clindamicina, por lo cual determinar la susceptibilidad a antibidticos que
presentan los aislados de EGB es importante para una correcta profilaxis antibiotica
intraparto (Manning et al. 2009). Diversos estudios han descrito que EGB presenta
heterogeneidad genética a pesar de que diferentes muestras pertenezcan al mismo serotipo
y se aislen de la misma poblacién. Estas diferencias genéticas influyen en la patogenicidad

que pueden tener los aislados de EGB. Las diferencias se pueden encontrar mediante la
1



caracterizacion por métodos moleculares agrupandolas como diferentes tipos clonales: Tal
es el caso de subtipos como CC17 y CC19 que estdn relacionados con una alta
patogenicidad y capacidad de causar enfermedades invasivas en neonatos. Estas cepas se
han relacionado con una produccién de biofilm débil que puede influir en la persistencia
de la colonizacion, asi como en la capacidad de infectar a los neonatos (Ballais et al. 2012).
Por lo tanto, en este trabajo, evaluamos la prevalencia del EGB en el noreste de México
en mujeres embarazadas y sus recién nacidos, la resistencia a los antibioticos, la formacion

de biofilm y la presencia de diferentes subtipos mediante PFGE.



Il.  ANTECEDENTES

2.1 Género Estreptococo

Estreptococo, es un género de bacterias en forma de cocos gram positivos de menos de
2um de diametro, al crecer en un medio liquido tienden a organizarse en cadenas, son
catalasa negativa, anaerobias facultativas, su temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C,
pero algunas bacterias del género pueden crecer en temperaturas tan bajas como 10°C. En
cuanto a sus requerimientos nutricionales, pueden crecer en medio nutritivo adicionado
con sangre. Su pared celular consiste principalmente de peptidoglicano con glucosamina
y acido muramico, en su superficie se pueden encontrar una variedad de carbohidratos,
proteinas antigénicas, acido teicoico y lipopolisacarido que varia en cada especie
(Spellerberg y Brandt, 2015).

Algunos Estreptococos son parte de la microflora normal en humanos y animales,
mientras que otras pueden causar enfermedades, desde infecciones leves y algunas graves,
e incluso infecciones cronicas dependiendo del agente causal y de las caracteristicas de la
bacteria que cause la infeccién (Patterson y Hafeez, 1976). Un ejemplo de esto es
Streptococcus agalactiae (0 Estreptococcus del grupo B, EGB) que puede colonizar el
tracto gastrointestinal y genitourinario, pero que en algunos casos puede causar
complicaciones en los embarazos y puede llegar a causar meningitis a los neonatos
(Facklam, 2002).

2.2 Clasificacién de Streptococos

La clasificacion tradicional de Estreptococos separa las diferentes especies dependiendo
de la hemdlisis como alfa, beta-hemoliticos y no-beta hemoliticos. Como especies beta-
hemoliticas tenemos de ejemplos a Streptococcus pyogenes y Streptococcus agalactiae.
Mientras que una de las especies no-hemoliticas es Streptococcus dysgalatiae subsp
dysgalactiae (Spellerberg y Brandt, 2015). De igual forma se usa la clasificacion de



Lancefield que clasifica a los Estreptococos usando la presencia de los antigenos
capsulares A, B, C, Dy E. En algunos casos la clasificacion de la Dra Rebeca Lancefield
un grupo puede tener mas de una especie de Estreptococos, por ejemplo, en el grupo C se
encuentran las especies S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp.

equisimilis, S. equi subsp. equi y S. equi subsp. zooepidemicus.

En el caso de Estreptococos de grupo B, solo se encuentra la especie S. agalactiae que se
caracteriza por la presencia de este antigeno, asi como por ser CAMP positiva y por la
hidrolisis de hipurato positiva. EGB se puede dividir en 10 serotipos dependiendo de su
polisacarido capsular (CPS), cada uno consta de monosacaridos dispuestos de forma
variada y un residuo de acido sialico en el extremo ramificado de la unidad de repeticion,
estos presentan una diferente capacidad de evasion del sistema inmune evadiendo el

sistema de complemento y la fagocitosis (Lin et al. 2018)

2.3 Streptococcus agalactiae y sus caracteristicas

Streptococcus agalactiae fue identificado por primera vez a finales del siglo XIX como
causante de la mastitis bovina y fue diferenciado de otras especies de Streptococcus por
Rebecca Lancefield en 1930 (Lancefield, 1933). Posteriormente Lancefield y Hare (1935)
describieron la colonizacion vaginal de EGB en mujeres asintomaticas, no obstante, la
patogenicidad de este microorganismo no fue descrita hasta 1938, en tres casos de
infecciones post-parto en neonatos (Fry. 1938). La identificacién de la enfermedad
invasiva de EGB era raramente identificada hasta 1960, cuando el incremento de los
reportes de esta enfermedad en adultos y neonatos fue publicada (Mannik et al. 1962.
Eickhoff et al. 1964. Lazarus et al, 1965. Braunstein et al. 1969).

El género Streptococcus pertenece a la familia Streptococcaceae del orden de los
Lactobacilliaes del filo de los Firmicutes. Streptococcus comprende mas de 100 especies
reconocidas y muchas de ellas se encuentran colonizando la cavidad oral y el tracto
gastrointestinal de los mamiferos. Los Streptococcus se pueden clasificar de acuerdo con
la reaccién de hemolisis (alfa, beta-hemoliticos y no beta-hemoliticos), tamafio de la

colonia y la presencia de los antigenos de Lancefield. Dentro de esta clasificacion

4



podemos encontrar al Streptococcus agalactiae o Estreptococcus del grupo B (EGB) que
presenta el antigeno B de la clasificacion de Lancefield. Esta bacteria se caracteriza por
ser CAMP positivo, hidrolisis de hipurato positivo, catalasa negativa, Gram positivo,
crecer en colonias de alrededor de 2mm de diametro y presentar beta hemolisis.
(Spellerberg y Brandt, 2015).

EGB posee una capsula de carbohidratos sialilados que se sabe que es un factor de
virulencia importante ya que tiene la caracteristica de mimetizar polisacaridos en las
células humanas, este es el carbohidrato del grupo B de Lancefield (Figura 1.), un antigeno
anclado con peptidoglucano que define a esta especie como un Estreptococo del grupo B
ya que todos la poseen y parece ser fundamental para la organizacion de la pared celular
de S. agalactiae ya que, en su ausencia, la pared celular pierde su estado fisico y rigidez.
(Caliot et al. 2012; Feldman et al. 1998).
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Figura 1. Carbohidrato del Estreptococcus del Grupo B (Caliot et al. 2012).
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El CPS es otro de los componentes de la pared celular de EGB, hasta la fecha se han
descubierto 10 diferentes tipos que diferencian a EGB en 10 serotipos, cada uno esta
compuesto por monosacaridos ordenados de forma variada y un residuo de acido sialico
en el extremo de cada unidad (Figura 2.). EI CPS junto con el carbohidrato del grupo B
de Lancefield son capaces de inhibir el sistema de complemento y la fagocitosis (Lin et
al. 2018; Aoyagi et al. 2005; Macauley et al. 2014). Cada CPS es codificado por un gen



especifico de cada serotipo que esté presente en todas las bacterias que lo presenten (Kong
et al. 2002).
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Figura 2. Estructura de los 10 diferentes tipos de polisacarido capsular de EGB. (Lin et al. 2018)

2.4 ldentificacién de EGB

Se han comparado diferentes métodos para el aislamiento y la identificacion de EGB,
tomando en cuenta la toma de muestra los medios de cultivo a utilizar. En el caso de la
toma de muestra se ha observado que el hisopado recto-vaginal es superior al hisopado
vaginal o anal por si solos. Mientras que, durante el procesamiento de la muestra, el
enriquecimiento en un caldo selectivo mejora la recuperacion de EGB comparado con
la siembra directa en placas de agar. (El Aila et al. 2010). Con respecto al uso del agar,
se ha reportado que el uso de agares cromogénicos es igual comparandola con el uso de
un enriquecimiento selectivo y una posterior siembra en este tipo de agar (El Aila et al.
2010 y Bosch et al, 2003).



En el caso de la normativa para la deteccion de EGB, la CDC recomienda la toma de
muestra de un hisopado vaginal-rectal entre 35 y 37 semanas de gestacion y su
enriquecimiento en un medio selectivo como por ejemplo el medio Todd-Hewitt
suplementado con gentamicina (8ug/ml) y acido nalidixico (15ug/ml) o colistina
(10ug/ml) y &cido nalidixico (15ug/ml), su incubacion a 37°C por 24h y su posterior
siembra en agar sangre suplementado con 5% de sangre de carnero o en un medio con un
sustrato cromogénico para facilitar la identificacion de esta bacteria. Posterior al aislado,
las colonias presuntivas se identifican mediante la prueba de CAMP y la aglutinacion en
latex con el anticuerpo del grupo By su serotipificacion en los 10 diferentes serotipos o
mediante PCR. (CDC, 2010).

2.5 Epidemiologia mundial.

La colonizacion vaginal de EGB es la via mas comun para causar una infeccion en la
madre y el neonato, y su prevalencia varia dependiendo de la region en donde se estudie.
En un meta andlisis realizado en 2017 se obtuvo que la prevalencia de colonizacion
materna por EGB en todo el mundo fue del 18%, la mas alta en el Caribe (34%) y la méas
baja en Melanesia (2%), Europa, América del Norte y Australia tuvieron una prevalencia
similar (15%—21%), Africa Austral de 22%—-29%, y una prevalencia aparentemente menor
en Africa occidental (14%). Mientras que en América Central la prevalencia es de 7% —
14% y en el sur, sureste y en Asia oriental es de 9%-12%. La colonizacion por los
serotipos la, 1b, I, 111y V representa el 98% de los serotipos a nivel mundial (Russell et
al. 2017; Bianchi-Jassir et al. 2017).

2.6 Distribucidn por serotipos

La distribucién global de los serotipos varia dependiendo de la localizacion geografica
(Schuchat, 1998). En Estados Unidos y Canad4, los serotipos la, Ib, I1, 111 y V fueron los
mas comunes, pudiendo ser causa de la alta cantidad de casos de meningitis en enfermedad

de inicio tardio. En México el serotipo mas comun es el la, en los Emiratos Arabes son el
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IV y el la, en Egipto el V, en Malasia el la'y el VI, mientras que en Japon son el V1y el
VI, este Gltimo serotipo se presenta raras veces en otros lugares del mundo (Shabayek y
Spellerberg, 2018).

2.7 Epidemiologia en México

A pesar de que EGB es la causa més comun de infecciones graves en recién nacidos de
paises desarrollados, la informacién epidemiologia de EGB en Ameérica Latina es escasa.
Los estudios epidemioldgicos en México se han realizado en el centro y sur del pais, datan
de 1980, y reportan prevalencias de colonizacion que varian desde el 0.46 hasta el 38.5%
(resumen en Figura 3). Cada estudio epidemioldgico tiene variables metodolégicas como
el tipo de muestras, seleccion de pacientes, lugar del estudio y metodologia para la
deteccidn y asilamiento de EGB, lo que hace dificil comparar los estudios y estimar una
prevalencia nacional. Otro hecho fundamental es que a la fecha no se han publicado
estudios epidemiolégicos en el noreste de México por lo que no ha sido descrito el rol de
EGB en esta region (Reyna-Figueroa et al. 2007).

Tabla 1. Prevalencia de colonizaciéon por EGB en mujeres embarazadas. Reporte de estudios mexicanos
(Reyna-Figueroa et al. 2007).

Cuadro 1. Prevalencia de colonizacion ocasionada por Streptococcus del grupo B en mujeres embarazadas. Reporte de estudios mexi-
canos

Estudio Colonizados No colonizados Total muestra Prevalencia (%)* Pt
Colladoy col.  (1981) 8 192 200 - 0.001
Narcio y col (1989) 5 100 105 48 0.04
Solérzano y col. (1990) 35 305 340 10.3 05
Ocampo y col.  (2000) 78 832 910 86 0.03
Gonzalez y col. (2002) 97 594 691 14 0.02
Villasefior y col. (2004) 16 107 123 13 05
Romero y col.  (2005) 2 431 433 0.46 0.0000
Gonzalez y col. (2002) 20 78 98 204 0.01
Hernandez y col.(2006) 19 30 49 387 0.0000
Total 280 2669 2949 9.5 -

* Prevalencia (%) = colonizados x 100/total de la muestra
® La p se obtuvo al comparar la cifra obtenida de este estudio (9.5%) vs la prevalencia referida en el estudio original, de manera individual
mediante la prueba de la ji al cuadrado. Diferencia significativa p<0.05.



2.8 Manifestaciones clinicas de EGB.

EGB es un patogeno oportunista que coloniza la cavidad oral y el tracto gastrointestinal
sin causar manifestaciones clinicas en el portador de esta bacteria. Sin embargo, puede
causar enfermedades dependiendo del estado inmunoldgico del portador y caracteristicas
genéticas de la bacteria. EGB es capaz de causa enfermedad en adultos mayores, recién
nacidos y pacientes que tienen su sistema inmunolégico comprometido como lo es en el
caso de pacientes con cancer, diabetes y VIH (Schuchat, 1998; Farley, 2001; Phares et al.
2008; Sendi et al. 2008; Skoff et al. 2009).

En mujeres embarazadas las manifestaciones de infeccion materna sintomaética incluyen
corioamnionitis, endometritis, cistitis, pielonefritis y bacteriemia febril (Dillion et al.
1987). El parto por cesarea parece ser un factor de riesgo prominente para la
endomiometritis posparto (Minkoff, et al. 1982). EI EGB también es una causa comun de
fiebre en pacientes posparto. La colonizacién con EGB se asocio significativamente con
el parto prolongado, la ruptura prematura de membranas y el parto prematuro (Regan et
al. 1981). Con menos frecuencia, el EGB se aisla en casos de infeccion de la herida

postoperatoria, absceso pélvico, tromboflebitis pélvica séptica y osteomielitis.

Las infecciones neonatales se reconocen principalmente por tres estadios en los que puede
aparecer en diferentes periodos después del parto. (1) El primero es la enfermedad de
inicio temprano (early-onset diseases, EOD), puede aparecer en los primeros 7 dias del
nacimiento y en muchos casos los neonatos pueden nacer con sepsis al momento del
nacimiento, limitando las oportunidades para la prevencién de la enfermedad. La EOD
también puede causar infecciones sistematicas antes de las 24h del nacimiento, sepsis,
neumonia fulminante y escasamente meningitis. (2) EI segundo es la enfermedad de inicio
tardio (late-onset diseases, LOD), se caracteriza por surgir entre 1 semana y los primeros
3 meses del nacimiento y puede deberse a la transmision horizontal de EGB, sus
manifestaciones clinicas son bacteremia, cerca de un cuarto de los casos son meningitis,
y en raramente se desarrolla como celulitis e infecciones osteoarticulares (Melin, 2011).
(3) EIl ultimo y menos comun es la enfermedad de inicio tardio-tardio (very late-onset

diseases, VLOD), puede presentarse después de los primeros 3 meses del nacimiento hasta



los 16 afos, puede causar infecciones y aunque su epidemiologia es menos entendida, en
algunos casos puede ser considerada como una secuela de LOD (Bartlett et al. 2016). En
recién nacidos la presentacion inicial de sintomas es dificultad para respirar en mas del
80% de los casos. La neumonia y la septicemia son las manifestaciones mas comunes, y
del 5-10% también tendran meningitis. La incidencia de la enfermedad de inicio temprano
es aproximadamente 10 veces mayor en recién nacidos prematuros que a término (Shet y
Ferrieri, 2004).

2.9 Colonizacién materna

Durante el embarazo diferentes factores predisponen a las mujeres a presentar
colonizacién por EGB, tanto socioeconémicos como bioldgicos. Los mas importantes son
el historial previo de ruptura de membranas, colonizacion gastrointestinal de EGB, edad
mayor a 36 afios, etnicidad, higiene, caracteristicas nutricionales como la baja ingesta de

vitamina D, actividad sexual, obesidad y analfabetismo (Patras y Nizet, 2018).

Debido a que el tracto gastrointestinal es un reservorio de EGB, la transmisién en mujeres
embarazadas puede darse por proximidad del recto a la vagina. Las medidas de higiene
tienen un papel fundamental en la infeccion por esta bacteria ya que una mala higiene
puede facilitar el movimiento de EGB del recto a la vagina (Meyn et al. 2009). Mientras
que en los neonatos generalmente la transmisién se puede dar de manera vertical u
horizontal. De manera vertical el EGB se puede transmitir al momento del parto, mientras
que la transmisién horizontal puede ser por parte del personal de enfermeria del hospital
(transmision nosocomial), o por la ingestion leche materna contaminada (Rajagopal,
2009).

La colonizacion materna durante el embarazo es el principal factor de riesgo que
predispone al desarrollo de la enfermedad invasiva de EGB. Durante el embarazo la
colonizacion de EGB puede ser continua, intermitente o transitoria (Brzychczy-Wloch et
al, 2014). Aungue la mayoria de las colonizaciones se describe como continua, es
importante tener en cuenta que algunas de estas pueden presentar cambio del serotipo o

del tipo de secuencia y diferentes caracteristicas en la patogenicidad. (Taetero et al, 2017).
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2.10 Transmision Neonatal

Los neonatos pueden infectarse con EGB al momento del parto debido a una infeccion
ascendente en la cual la bacteria se moviliza desde la vagina, hasta las paredes del cérvix,
y después al utero, donde pueden penetrar las barreras de la placenta infectando al feto

predisponiéndolo al nacimiento pretérmino o a la muerte (Perez-Ruiz et al. 2004).

Los neonatos generalmente adquieren el EGB por su exposicion a éste en el canal del
parto de una mujer colonizada. Sin embargo, EGB puede infectar al recién nacido por
diferentes vias. (1) Via ascendente. Esta via ocurre cuando la mujer embarazada estd
colonizada a nivel cervicovaginal y el microrganismo se moviliza desde la vagina, hasta
las paredes del cérvix, y después al utero, donde pueden penetrar las barreras de la placenta
infectando al feto predisponiéndolo al nacimiento pretérmino o a la muerte. La
colonizacion cervicovaginal se asocia a un alto riesgo de enfermedad por EGB, el cual se
incrementa en presencia de ruptura de las membranas fetales mayor a 18h y en partos
antes de las 36 semanas de gestacion. (2) Durante el parto. Cuando el EGB coloniza la
via aérea del producto a su paso por el canal del parto, el riesgo de infeccidn se incrementa
cuando ocurre asfixia al nacimiento debido al incremento en el tamafio del indculo
aspirado. (3) Via hematdgeno-transplacentaria. En estos casos el EGB llega al producto
por la via hematogena a través de la placenta. Cuando la mujer embrazada tiene un proceso
infeccioso por EGB, como infeccion de vias urinarias, mastitis, corioamnionitis, etc.,
puede cursar con bacteriemia y por la via sanguinea este microrganismo puede alcanzar y
cruzar la barrera placentaria para infectar asi al producto. (4) Por contigliidad. Ocurre
cuando el producto se infecta desde procesos infecciosos localizados en o cerca de donde
se lleva a cabo el proceso de la gestacion, como infeccion de los anexos (salpingitis,
enfermedad inflamatoria pélvica, etc.) y corioamnionitis. (5) Adquisicion nosocomial. Se
han descrito casos de transmision en el hospital a través de las manos del personal sanitario
(Morinis et al. 2010, MacFarquhar et al. 2010). (6) Leche materna como vector de
transmision. Se han propuesto dos mecanismos de adquisicion de EGB a través de la
leche materna. EIl primero es que los neonatos al estar colonizados en la orofaringe al
momento del nacimiento, pueden transmitir la bacteria a los conductos lacteos debido al

flujo retrogrado de la leche asociado con la succion. Luego, el bebé se reinfecta a medida
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que aumenta la concentracion de bacterias en la leche materna. El segundo modelo sugiere
que las bacterias acido lacticas pueden transferirse del intestino de la madre a la leche
materna y, a través de la leche, al tracto digestivo del bebé. Se ha propuesto que EGB

puede seguir el mismo proceso que los lactobacilos (Le Doare y Kampmann, 2014).

2.11 Patogénesis de S. agalactiae

La infeccion por EGB puede presentarse en mujeres embarazadas, neonatos, y adultos
mayores, las infecciones estan caracterizadas por causar inflamacion y penetrar en
diferentes tejidos del hospedero. El proceso de infeccion se considera multifactorial en
todos casos.

Durante la infeccion de EGB, el huésped desempefia un papel muy importante en el
potencial patogénico. Sin embargo, los factores de virulencia también ayudan a su
progresion dentro del huésped. La patogénesis de la enfermedad de inicio temprano
(EOD), inicia con la colonizaciéon vaginal de la mujer embarazada, incluyendo la
adherencia a las células epiteliales vaginales y la resistencia a las defensas inmunes.
Posteriormente EGB ascender a la cavidad amnidtica de la madre y después colonizar la
piel o las membranas mucosas del feto, e ingresar a los pulmones por aspiracion de liquido
amnidtico infectado (Palacios et al. 1999). Después del nacimiento, se replica dentro de
los alvéolos, adherirse al epitelio respiratorio y evitar la eliminacion de los macréfagos
pulmonares, lo que causa una neumonia con lesiones pulmonares que es caracteristica del
EOD. La invasién a las células epiteliales y endoteliales pulmonares puede permitir que
EGB ingrese al torrente sanguineo causando septicemia. Esta diseminacién del torrente
sanguineo puede conducir a meningitis y osteomielitis. La progresion de la enfermedad
indica que EGB tiene que evadir las defensas inmunes del huésped para adherirse, invadir
y transitar varias barreras celulares (Melin, 2011; Nizet et al. 2000). En el caso de la
patogénesis de la enfermedad de inicio tardio (LOD), ocurre con la aparicion gradual de
sintomas, estos estan relacionados con bacteriemia, dafio pulmonar y una alta incidencia

de meningitis con una progresion similar a la del EOD (Doran y Nizet, 2004).
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Las mujeres embarazadas pueden presentar manifestaciones clinicas al momento del parto
debido a la inflamacién en diferentes tejidos. Las manifestaciones mas comunes son
corioamnionitis, endometritis, cistitis, pielonefritis, fiebre posparto y bacteriemia febril
(Dillion et al. 1987), mientras que el parto por cesarea parece ser un factor de riesgo
prominente para la endomiometritis posparto (Minkoff, et al. 1982). La colonizacion se
asocio significativamente con el parto prolongado, la ruptura prematura de membranas y
el parto prematuro (Regan et al. 1981). Con menos frecuencia, el EGB se aisla en casos
de infeccidn de la herida postoperatoria, absceso pélvico, tromboflebitis pélvica séptica y

osteomielitis.

En el caso de los adultos mayores, EGB puede estar colonizando la cavidad oral, el tracto
gastrointestinal o los sitios genitales. Esta contenida en estos sitios hasta que logra avanzar
y superar estas barreras fisicas para desarrollar una infeccion, en caso contrario, el huésped
puede desarrollar inmunidad adaptativa contra la bacteria. Al igual que en neonatos y
mujeres embarazadas la infeccion puede involucrar factores del huésped y de la bacteria.
Mientras que al superar las barreras fisicas presentes en el hospedero se puede establecer
en diferentes tejidos por lo que sus manifestaciones clinicas son diferentes. Hasta el
momento, no sé ha descrito la progresion de la enfermedad en adultos, pero las
enfermedades que puede causar son: infecciones en tejidos blandos, neumonia;
infecciones en el tracto urinario, bacteriemia sin foco, artritis, osteomielitis, meningitis y
endocarditis (Edwards y Baker, 2005).

2.12 Diagndstico

Los lineamientos para la busqueda y tratamiento de EGB planteados por la CDC en 2010,
establecieron la busqueda intencionada de EGB a las 35-37 semanas de gestacion (sdg)
utilizando métodos microbioldgicos para su aislamiento, identificacion y pruebas de
resistencia a antibiéticos (CDC 2010). En el caso de los métodos de serotipificacion los
métodos permitidos por la CDC incluyeron el test de precipitacion de Lancefield,
aglutinacion en latex, real-time PCR, PCR convencional y secuenciacion del genoma

completo. En 2020 los lineamientos de deteccion y tratamiento fueron actualizados,
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cambiando el intervalo recomendado para la busqueda intencionada a 36-37 semanas de
gestacion debido a que el valor predictivo del muestreo aumenta cuando se toma dentro
de las 5 semanas anteriores al parto. Para la recoleccidn, transporte y almacenamiento de
las muestras se recomienda el uso de un solo hisopo flocado, muestreando primero de la
parte inferior de la vagina y luego del recto sin usar un espéculo, y colocar el hisopo en
un medio de transporte a base de liquido, como el medio de transporte Amies, y deben
transportarlas al laboratorio dentro de 24h posteriores al muestreo. Para la deteccion se
recomienda el enriquecimiento en medios Caldo Todd Hewitt con gentamicina (8 g / ml)
y acido nalidixico (15 pg / ml) (Caldo Lim), Caldo Carrot o Caldo Bifasico Liquido
Granada, antes de su siembra en placas de Agar de soya tripticasa con 5% de sangre de
oveja, Agar Columbia con 5% de sangre de oveja, Agar Columbia con colistina y &cido
nalidixico o medios cromogénicos. Mientras que para la identificacion se recomienda usar
la prueba CAMP, aglutinacion en latex, espectrometria de masas y amplificacion de acidos
nucleicos. Aungue se considera que este Ultimo tiene baja especificidad comparada con
métodos microbioldgicos debido a la presencia de falsos-positivos. Aunque desde otro
punto de vista algunos autores consideran que esos resultados podrian ser verdaderos
positivos debido a que los métodos moleculares son mas sensibles que los métodos
microbioldgicos. Sin embargo, también se pone a consideracion que los falsos positivos
pueden ser causados por reacciones cruzadas de los primers. La limitacion méas grande
para el uso de métodos moleculares en la deteccion de EGB es que la bacteria no se aisla
en este tipo de pruebas, y tener un cultivo puro es necesario para las pruebas de resistencia
a antibioticos (Filkins et al. 2020).

La eficiencia de cada método es importante al elegir cual usar en un laboratorio clinico.
La deteccion de EGB con medios cromogénicos tienen una sensibilidad alta, no requieren
equipo especializado y se pueden obtener resultados en menos de 24h de incubacidn, sin
embargo, su especificidad no es tan alta y requiere que sus resultados sean confirmados
por otros métodos. En el caso de la PCR, la deteccion puede ser usando directamente una
muestra clinica o incorporando un paso previo de enriquecimiento, por lo que el tiempo
de obtencion de resultados varia desde algunas horas hasta un dia, tiene una sensibilidad
alta sobre todo si se enriquece la muestra y tienen una alta especificidad por lo que no es

necesario usar otros métodos para comprobar el resultado final. Al contrario que los
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medios cromogénicos, la PCR necesita un equipo especializado que puede ser costoso y
el costo de cada prueba es mayor comparandola con medios microbiol6gicos tradicionales
(Rosa-Fraile y Spellerberg, 2017).

La deteccion de EGB varia dependiendo del método de muestreo y medio de cultivo
utilizado. Al comparar su deteccidén en muestras vaginales sin enriquecimiento usando el
medio Columbia CNA, medio cromogénico Granada y Chrom ID Strep B, se obtiene una
mayor deteccidn usando los medios cromogeénicos que el agar Columbia. Al usar un paso
previo de enriquecimiento la deteccion sigue siendo mayor con medios cromogénicos,
incluso usando el enriquecimiento con medios tradicionales no iguala a los medios
cromogeénicos sin enriquecimiento (El Aila et al. 2010). Dependiendo de las diferencias
metodoldgicas de cada estudio se pueden obtener resultados equivalentes para los
diferentes tipos de medios. EI aumento del tiempo de incubacion en agar CNA puede
aumentar la deteccion de EGB hasta igualarla a los medios cromogénicos si se usa un
enriquecimiento de 24h en THB con antibioticos y una incubacién en Columbia CNA de
hasta 48h. Sin embargo, la especificidad se ve afectada ya que en muchos casos las pruebas
confirmatorias revelan un alto porcentaje de bacterias hemoliticas como E. fecalis y la
velocidad en la obtencion de resultados se reduce debido al tiempo extra de incubacion

del enriquecimiento y el agar (Tazi et al. 2008).

Durante la seleccion de medios cromogénicos también se debe tener en cuenta que cada
medio difiere en su sensibilidad, especificidad y correlacion con otros métodos. Al
comparar el Strep B Carrot y Strep B CHROMagar en muestras vaginales y rectales
obtuvo que la especificidad y sensibilidad del medio Strep B Carrot es de 100% y 89%
respectivamente mientras que la del CHROMagar es de 73% y 100% respectivamente. Al
evaluar la deteccién de EGB usando real-time PCR para el gen dItS, se obtuvo una
deteccion 18% menor usando PCR directamente en una muestra que usando un
enriquecimiento previo, la sensibilidad y especificidad del método fue de 81.4-82.9% y
100% respectivamente. Al comparar los resultados de los medios cromogénicos y la PCR
se obtuvo una concordancia de 91.3% y una indice kappa de 0.76, mostrando que tienen
los métodos tienen un nivel moderado de concordancia. Aunque al comparar los

resultados del CHROMagar y el PCR se obtiene una concordancia casi perfecta (indice
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kappa de 1.00) tanto en muestras vaginales y rectales, sin resultados falsos positivos y
falsos negativos (Furfaro et al. 2019).

La deteccion de EGB usando gPCR ha sido probada usando diferentes genes y Kits
comerciales que tienen una alta sensibilidad y especificidad comparandola con métodos
cultivo microbioldgicos. Los genes mas utilizados para estas pruebas son el gen sip, cfb
que codifican para Surface Immunogenic Protein y el factor CAMP, mientras que las
pruebas comerciales mas utilizadas son LC, Tagman probe, IDI Strep B y HybProbe. Se
ha reportado que los métodos de PCR tienen una sensibilidad desde el 45%, aunque la
mayoria de los estudios reportan valores mayores al 90%. La especificidad varia
dependiendo de la prueba en un rango de entre 85y 100% (EI Aila et al. 2011). Por otro
lado, un estudio reportd un 100% de sensibilidad, especificidad y predictividad positiva y
negativa. Estos resultados fueron obtenidos comparando el kit Smart GBS assay, cultivo
en medio LIM y GBS PNA FISH. Un aspecto notable en este estudio es que la
comparacion no se dio de manera tradicional, comparando el método microbioldgico
contra la PCR, sino que este estudio bas6 sus valores definiendo que un resultado
verdadero positivo es cuando se detecta EGB por dos métodos o mas. Por lo tanto, para
que un resultado se considerara un verdadero positivo se necesitaba la deteccion en
minimo dos métodos, asi el Smart GBS assay obtuvo 64/206 muestras positivas
(obteniendo 100% en todos sus valores), el GNS PNA FISH 63/206 y el subcultivo en
caldo LIM 62/206. EI método de comparacion utilizado puede afectar los valores
estadisticos obtenidos en cada estudio, estimando valores que pueden mejorar la
percepcion de sensibilidad y especificidad que en caso contrario, si tomaramos los medios
microbioldgicos recomendados por los lineamientos como el estandar dorado para
comparar, se podrian obtener mas falsos positivos de lo que en realidad se tienen (Wilson
et al. 2010).

2.13 Tratamiento

Desde la adopcion de la quimioprofilaxis intraparto, la incidencia de enfermedad neonatal

de inicio temprano causada por estreptococo del grupo B ha disminuido
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significativamente (CDC, 1996). Actualmente la penicilina quimioprofilactico de
eleccion, mientras que los antibidticos alternativos, como la eritromicina y la
clindamicina, se usan actualmente en mujeres que reportan alergia a la penicilina. EGB
puede ser resistente a estos antibioticos. En 1997, el 15% de los aislados de EGB de
mujeres embarazadas que fueron resistentes a la eritromicina y clindamicina,
respectivamente (Pearlman, 2002). Dos afios después, los aislados de EGB presentaban
un 29% de resistencia a la eritromicina y 18% a clindamicina (Manning et al. 2009).
Debido al incremento a la resistencia a antibioticos que puede presentar EGB es
importante evaluar si los aislados presentan resistencia antes de administrar la profilaxis

intraparto.

2.14 Biofilm

Se ha sugerido que la produccion de biopeliculas es importante para la patogénesis del
EGB junto con muchos otros elementos, incluidos el linaje filogenético y los factores de
virulencia, como los tipos de pili y capsulas. Los complejos clonales CC17 y CC19 se
encuentran caracterizados como productores débiles de biofilm, sin embargo, estos tipos
clonales presentan una alta capacidad para causar enfermedad invasiva en humanos.
Mientras que los productores fuertes de biofilm se encuentran asociados a cepas aisladas
de bovinos. La variabilidad de esta caracteristica tiene impacto en la patogenicidad y en
la persistencia de EGB. (Parker et al. 2016).

La produccién de biofilm también se ve afectada por el ambiente al que este expuesta las
bacterias como pH y cantidad de nutrientes disponibles en el medio. Se ha observado que
EGB es capaz de producir mayor cantidad de biofilm en condiciones de pH de 6.5 (Yang
et al. 2012). En contraste, otros estudios indican que la produccion de biofilm es mayor
en condiciones de pH acido y en medios de cultivo con baja cantidad de nutrientes (medio
MB8YE) comparandolo contra el medio Todd-Hewitt a pH acido (Konto-Ghiorghi et al.
2009).

La produccidn de biofilm esta relacionado con los genes que codifican la maquinaria del

pilus de EGB se agrupan en tres islas genomicas relacionadas (islas PI-1, -2a y -2b)
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ubicadas en dos loci separados flanqueados por repeticiones directas y genes conservados.
Las proteinas pilus de PI-1 y PI-2b difieren en muy pocos aminoécidos, mientras que Pl-
2a es mas variable con siete alelos descritos tanto para BP como para AP1 que presentan
identidades de secuencia entre 48 y 98%. Los estudios que utilizaron mutantes isogénicos
de EGB que carecen de componentes del pilus 2a o las enzimas sortasa responsables de la
polimerizacion del pilus y la unidn a la pared celular, indicaron un papel de los pili en el
contacto con la célula huésped y en la formacién de estructuras tridimensionales de

colonias multiples en la superficie abiotica (Rosini y Margrit 2015).

Para la relacion de resistencia a antibidticos y la capacidad de produccion de biofilm, no
se ha encontrado una relacion entre la resistencia a eritromicina y clindamicina y una alta
produccion de biofilm (Alipour-Shabad et al. 2020)

2.15 Resistencia a Antibiéticos

Dependiendo de los lineamientos, a las madres se les administra profilaxis antibidtica
intraparto basada en factores de riesgo o protocolos de deteccion y, por lo tanto, es
importante monitorear las tasas de resistencia a los antibidticos. La penicilina es el
antibidtico de primera eleccién para la PAl y en casos de alergias graves a la penicilina,
los macrolidos como la eritromicina y las lincosamidas como la clindamicina se
recomiendan como antibidticos de segunda linea en algunos paises. Sin embargo, el
aumento de la resistencia a ambos antibidticos ha limitado su uso. El Royal College of
Obstetricians and Gynecologists (RCOG) ya no recomienda el uso de clindamicina en
Reino Unido. Si bien la penicilina sigue siendo eficaz contra el EGB, los informes cada
vez mayores de aislados con susceptibilidad reducida son preocupantes y un motivo de
preocupacion, especialmente cuando la resistencia a los antibioticos de segunda linea
como la eritromicina y la clindamicina sigue siendo alta entre los EGB. La resistencia a
antibidticos de cada cepa de EGB puede ser evaluada usando diferentes métodos, sin
embargo, los mecanismos de cada bacteria pueden variar por lo que su evaluacion usando
métodos moleculares como PCR no pueden ser usados para su determinacion debido a la

alta variabilidad que puede haber en ellos (Hayes et al. 2020).
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2.16 Clonalidad.

Para aspectos epidemioldgicos, el serotipificado de EGB ha sido ampliamente utilizado
para identificar y rastrear variantes de EGB. En afios mé&s recientes esto se ha
complementado con métodos genéticos, como la tipificacion de secuencias multilocus
(MLST), electroforesis en campos pulsados (PFGE), la determinacién del patron de
digestion por endonucleasa de restriccion, y la electroforesis multilocus. (Tattelin et al.
2005).

Las diferentes clonas de EGB se pueden considerar como subtipos de los diferentes
serotipos y pueden expresar diferentes proteinas antigénicas membranales. Algunas de
estas son proteinas miembros de la familia de tipo alfa (Alp), Ca, Alpl, Alp2, Alp3 y Rib.
La expresion de estas proteinas tiene como consecuencia diferente inmunogenicidad por
lo que las subclonas o subtipos de EGB pueden tener diferente respuesta inmune
(Mavenyengwa et al. 2008). En el caso particular de algunos subtipos, se ha encontrado
que la expresion de proteinas se encuentra asociada a la formacién de biofilm y a una

mayor capacidad invasiva que se a encontrado en la prevalencia de neonatos (D’Urzo et

al. 2013).

Gracias a los métodos de subtipificacion como MLST y PFGE se ha logrado describir
clonas hipervirulentas de EGB las cuales tienen mayor capacidad de causar enfermedades
invasivas en mujeres embarazadas, neonatos y pacientes sin embarazo. En algunos, los
subtipos de clonas hipervirulentas tienen como caracteristica el cambio del serotipo, tal es
el caso de la clona CC17 que puede presentar cambio del serotipo 111 al IV. Analisis en la
secuencia de este subtipo indican esto se debe a un cambio en la secuencia del operén cps
de EGB. El cambio del serotipo puede ser de importancia en el desarrollo de vacunas
debido a la diferente respuesta inmune que pueden producir los dos serotipos (Ballais et
al. 2012).

19



I11. JUSTIFICACION

El Estreptococcus del Grupo B se reconoce como una de las principales causas de
abortos y partos pretérmino, asi como una causa importante de morbilidad y
mortalidad en neonatos. En México no se realiza la basqueda intencionada de este
patdgeno ni la profilaxis antibidtica intraparto por lo que generar datos
epidemioldgicos que permitan justificar su busqueda y uso son importantes. La
mayoria de los estudios realizados en México se han realizado en el sur del pais.
Mientras que en el noreste no se cuenta con la informacion suficiente para justificar
su busqueda y posteriormente el uso de profilaxis en las mujeres con resultados
positivos. Por lo tanto, la caracterizacion de los aislados de EGB como es la
caracterizacion de la produccién de Biofilm, su resistencia a los antibidticos y la
determinacion de la variabilidad genética de los aislados es importante para poder
tomar medidas complementarias y acciones que aseguren la efectividad de la

profilaxis contra esta bacteria.
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IV. HIPOTESIS

Los diferentes aislados de EGB producen un diferente nivel de biofilm y tienen una
diferente resistencia a antibioticos dependiendo de su serotipo y tipo clonal.
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V. OBJETIVOS
5. Objetivo General.

1. Realizar la caracterizacion molecular de aislados de EGB de mujeres embarazadas

y relacionar estas caracteristicas con la respuesta inmune innata.

5.1 Objetivos especificos.

Aislar e identificar el EGB en muestras de las pacientes embarazadas.
Identificar los serotipos del EGB en las muestras positivas.

Evaluar la distribucion y la existencia de clonas de EGB

Evaluar la produccion de biofilm de cada cepa de EGB aislada

Evaluar la resistencia a antibidticos de cada aislado de EGB

2 A

Correlacionar los resultados de la evaluacion de la produccion de biofilm,
resistencia a antibioticos y clonas con serotipos especificos de EGB.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio del estudio

Se realizé un estudio transversal analitico para evaluar los factores sociodemograficos,
heredofamiliares, ginecobstétricos y genéticos de las mujeres embarazadas colonizadas
por el Estreptococo del grupo B. Se abordaron mujeres embarazadas de entre 35 y 37
semanas de gestacion durante el periodo de enero a junio del 2020, las cuales llenaron un
cuestionario para obtener informacién clinica y epidemiolodgica relevante. Finalmente se
firmé una carta de consentimiento informado (Anexo 2). Los aspectos clinicos fueron
evaluados por el responsable médico, asi como el manejo de la informacién de los

consentimientos de las participantes.

Criterios.

Criterios de inclusion.
a. Mujeres entre las semanas 35 y 37 de gestacion
b. Todos los recién nacidos o productos de madres colonizadas por Estreptococo del

grupo B.

Criterios de no inclusion.

a. Mujeres embarazadas que no deseen dar su consentimiento informado.

Criterios de eliminacion.
a. Si la mujer embarazada, sea ella y/o su recién nacido, se retiraran del estudio o se
pierde en el seguimiento por cualquier causa no relacionada con EGB, antes de que

se complete el seguimiento planeado, siempre y cuando no haya ocurrido el parto.
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6.2 Muestreo vagino-rectal de mujeres embarazadas.

La toma de muestra fue hecha en dos partes; la primera en dos hisopados en el introito
vaginal y el area perianal (no invasiva); las muestras fueron tomadas antes de cualquier
manipulacion de la vagina, sin higiene femenina previa, y sin el uso de antibi6ticos
previos. La segunda fue una muestra de sangre, en tubo sin anticoagulante para obtener el
suero de las pacientes y otra muestra en tubo con anticoagulante (EDTA) para poder
realizar el grupo sanguineo de las pacientes. A los productos provenientes de madres
colonizadas, se les tomd una muestra de faringe, del rea periumbilical y rectal, esto dentro
de las primeras 4 h del nacimiento para determinar la presencia del EGB. Se les di6

seguimiento durante tres meses, a madre e hijo colonizados.

Los hisopos con las muestras se colocaron en caldo Todd-Hewitt (THB) adicionado con

8 mg/l de Gentamicina 'y 15 mg/l de &cido nalidixico (THB, Becton-Dickinson, NJ, EUA).
Mientras que el segundo hisopo fue colocado en Stuart. Estas muestras fueron
transportadas en menos de 24 h de ser recolectada la muestra al Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon. (Si este tiempo fuera excedido, la muestra y la paciente fueron

eliminadas del estudio).

6.3 Aislamiento e identificacién del EGB.

Las muestras sembradas en caldo Todd-Hewitt, se incubaron 37°C por 18-24 h, en un
ambiente de CO; al 5%, para posteriormente ser sembradas en agar base sangre (OXOID
LTD, Basingstoke, Hapshire, England), con eritrocitos de carnero al 5%. Mientras que las
muestras obtenidas en COPAN fueron sembradas en CHROMagar™ StrepB
(CHROMagar, USA) ambas muestras se incubaron a 37°C por 18-24 h, en un ambiente
de CO: al 5%. De las placas de agar sangre, se buscaron las colonias que presentaran 3-

hemolisis y de las placas de CHROMagar™ StrepB colonias con un color malva intenso,
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las colonias obtenidas se sembraran en una placa de agar sangre para ser aisladas. Una vez

aisladas, se realiz6 una tincion de Gram para observar cocos Gram positivos.

Posteriormente se realiz6 una prueba de catalasa, el EGB no contiene la enzima catalasa
por lo que, al ponerla en contacto con el perdxido de hidrégeno, este no se descompone

en oxigeno y agua, esto se puede observar con la ausencia de efervescencia.

Siguiente a estas dos pruebas, realizo la prueba de hidrolisis del hipurato, usando tubos
con 400 ul de agua deshilada estéril en donde se inocularon 3-4 colonias de la bacteria 'y
se agrego un disco que contiene hipurato, se incubaron 2 h a 37°C, pasado este tiempo se
agreg6 3-4 gotas de ninhidrina y se incubo otros 15 min. El EGB tiene la capacidad de
hidrolizar el hipurato mediante la enzima hipuricasa, que da como resultado la presencia
de la glicina, que en presencia de ninhidrina reaccionan estos compuestos dando como

resultado un cambio de coloracion (lila-morado) después del tiempo de incubacion.

La Gltima prueba para identificar a EGB fue la prueba de CAMP (Christie- Atkins-Munch-
Peterson test), presente en la mayoria de los EGB a la que se conoce como factor CAMP,
esta prueba detecta una proteina extracelular difusible y termoestable que aumenta y
mejora la beta hemolisis de Staphylococcus aureus. Para esta prueba se sembré una linea
recta Staphylococcus aureus en el centro de una placa de agar y de forma perpendicular
sin tocar al S. aureus serdn sembradas las muestras problema, el control positivo
(Streptococcus agalactiae) y el negativo (E. faecalis). La placa fue incubada a 37°C
durante 18-24 h. Cuando la prueba es positiva para el factor CAMP aparece una hemdlisis
caracteristica de punta en flecha entre la union de crecimiento del S. aureus y las muestras

que sean EGB.

Una vez hecha la identificacion mediante las pruebas bioquimicas, se verifico
cualitativamente su crecimiento en el medio StrepB Carrot Broth™ Kit. Para esto, se
utilizo la caracteristica Unica de los EGB hemoliticos de producir un pigmento que va de

un naranja claro a un naranja rojizo. El StrepB Carrot Broth™ Kit contiene los
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componentes necesarios para la deteccion de la pigmentacion de los EGB B-hemoliticos,
ya que contiene; la peptona, el almidon y los buffers necesarios, mientras que las Tirillas
StrepB Carrot Broth™, contienen los factores de enriquecimiento necesarios para el

crecimiento y la produccion de pigmentacion del EGB.

6.4 Serotipificacion.

Para la identificacion de los serotipos de los aislados de EGB se usé la prueba de
aglutinacion de latex (Pastorex B Streptococci, Sanofi Diagnostic Pasteur, Marnes La
Coquette, Francia). Este kit permite la identificacion de todos los serotipos de EGB
actualmente identificados (la, Ib, 11-1X). Se tomo una colonia de cada una de las muestras
posibles de EGB y se puso en contacto con el reactivo que contiene las particulas de latex

sensibilizadas con los anticuerpos especificos para cada uno de los serotipos.

6.5 Electroforesis de campos pulsados

Para la electroforesis de campos pulsados se realiz6 el cultivo de los aislados de
Streptococcus agalactiae en medio Todd-Hewitt hasta la fase logaritmica para obtener el
pellet de bacterias, el cual fue lavado con buffer PIV. El pellet se resuspendi6 para obtener
una OD de 0.6 a 550 nm y se mezclé con una solucién de agarosa para tener una
concentracion final de agarosa al 1%. Después se elaboraron los discos con 20 ul de la
mezcla de agarosa y bacterias que fueron sometidos a un proceso de lisis con 10 mg/ml
de lisozima durante 4 h a 37°C y posteriormente con proteinasa K durante 20 h a 50°C.
Posterior se hizo el lavado de los discos con buffer TE, durante 5h, cada hora se cambiara
el buffer. Al terminar los lavados se realizo la restriccion del DNA con 100 Ul de la
enzima Smal a 25°C durante 17 h. Al terminar la restriccion del DNA se corrio el gel en
las siguientes condiciones: 21 h a 14°C, a 6.0 V/cm, utilizando un intervalo de tiempo
entre pulsos inicial de 3" y un pulso final de 55°. Al terminar el gel se tifio con bromuro
de etidio (10 mg/ml) durante 30 min en agitacion constante. El gel tefiido se llevo al foto

documentador para observar y registrar los resultados.
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6.6 Resistencia a antibioticos.

Para evaluar la resistencia a antibioticos en el Vitek 2, se suspendieron cultivos nocturnos
en placas de agar sangre de oveja al 5% en una solucion salina al 0.45% para obtener un
equivalente de McFarland de 0.5-0.63 y se cargaron en tarjetas Vitek®2 GP para su
identificacion. Para evaluar la resistencia a antibiéticos de EGB, la suspension anterior se
diluy6 a 1,5 x 10" UFC/ml y se cargo en la tarjeta AST-GP75, que contenia ampicilina,
levofloxacina, moxifloxacino, linezolid, vancomicina, tetraciclina y tigeciclina. Las
tarjetas se llenaron, sellaron y cargaron automéaticamente en el instrumento VITEK 2 para

su incubacion y lectura.

En el caso de la evaluacion de resistencia para la eritromicina y clindamicina, se utilizo la
metodologia de difusién de disco. A partir del cepario, EGB se cultivd en agar Muller
Hilton (con 5% de sangre de oveja) (MHB) se suspendieron en solucion salina al 0.9%
para obtener un equivalente de McFarland 0.5. La suspension se usé para inocular una
placa de MHB sumergiendo un hisopo en el tubo, girdndolo contra la superficie de la placa
y dejandolo reposar a temperatura ambiente durante 5 min. Los discos de eritromicina y
clindamicina se separaron sobre la superficie del agar y se incubaron a 37°C durante 16-
18 h. Los resultados se midieron utilizando el didmetro de la zona de inhibicion y se
interpretaron de acuerdo con la directriz del Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI).

6.7 Determinacién de la capacidad de formacién de biofilm.

El ensayo se llevo a cabo mediante la técnica de microtitulacion en placa. Se comenzd
sembrando las muestras de EGB en placas Petri desechables con Agar Sangre y se dejaron
en incubacidn 24 h a 37°C. Posteriormente, se preparo el inoculo tomando 10 colonias de
EGB de las placas de Agar Sangre y se sembraron en tubos con 400 ul de Todd-Hewitt a
2% de glucosa, se agitd brevemente en un vortex y se agregaron alicuotas de 200 pl a cada
pocillo de la placa de microtitulacion, todas las muestras se realizaron por triplicado, y se
dejaron incubado por 18 h a 37°C. El sobrenadante de cada pocillo se eliming, se dieron
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tres lavados a la placa con agua bidestilada para eliminar el exceso de bacterias no
adheridas. Posteriormente, se agregd 200 pul en cada pocillo de Cristal Violeta al 0.5%
durante 10 min. Después se decanto el Cristal Violeta y se dieron tres lavados con agua
bidestilada.

Se agregaron 200 pl de acido acético glacial al 30% para liberar el colorante unido a las
celulas tefiidas, la formacion de biofilm se cuantifico midiendo la absorbancia a 590 nm
de la solucion con un lector de microplacas (D'Urzo N. et al., 2014). Los resultados se
interpretaron y se clasificaron como no productores, productor débil, productor moderado
y productor fuerte de biofilm segun el corte de densidad dptica (DOc) que es dado por la
ecuacion de promedio del control negativo + 3 x desviacion estandar del control negativo
(Salinas C, et al., 2017). La formacion de biopeliculas por cepas se analizo y categorizo
en funcion de la absorbancia de las células adheridas tefiidas con Cristal Violeta. La
clasificacion de las capacidades de formacion de biopeliculas mediante el método de placa
de microtitulacion es dada por los siguientes criterios: No productores (DO < DOc).
Productores débiles (DOc < DO < 2xDOc), Productores moderados (2xDOc¢ < DO <
4xDOc) y Productores fuertes (4xDOc < DO)

6.8 Analisis estadisticos

Para el andlisis de los resultados se utilizaron métodos de estadistica descriptiva, que en
el caso de variables cuantitativas se utilizaron medianas con valores minimos y maximos
y en el caso de variables cualitativas frecuencias absolutas y porcentajes. Para el analisis
inferencial de variables cualitativas la prueba de X2 o de la probabilidad exacta de Fisher
y para variables cuantitativas la prueba de U de Mann-Whitney. Se considerd significativo
un valor de p<0.05. Se midi6 ademés la RM con su intervalo de confianza al 95%. Se

utilizo el paquete estadistico SPSS versién 22.0.

La formacion de biofilm entre los aislados de S. agalactiae se evalué mediante la prueba
Shapiro-Will para determinar la normalidad de las muestras, se usé la prueba no-
paramétrica Kruskal-Wallis para evaluar si hay diferencia entre todos los serotipos y se

realizd la comparaciones multiples de Tukey para determinar entre cuales grupos habia
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diferencia significativa. Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el programa
GRAPHpad prism 9. Se consideraron los valores de p inferiores a 0.05 como

significativos.

Para el analisis de las bandas obtenidas de cada aislado se usé el programa Bionumerics
8.0. En el se realizo la importacion de la imagen del gel en formato TIFF al programa, su
normalizacion con respecto al marcador de peso molecular y la obtencion de las curvas
dadas por la concentracion y el peso del DNA de cada banda, con los cuales se pudo

construir un dendograma para relacionar las cepas aisladas.
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VIl. RESULTADOS

Durante el muestreo se analizaron 1924 muestras de mujeres embarazadas de entre 35y
37 semanas de gestacion, de las cuales resultaron 1872 negativas y 52 positivas a EGB,
representado una prevalencia de 2.68% en la poblacion muestreada. De las 52 muestras
positivas de las madres colonizadas, se obtuvieron 2 muestras positivas de neonatos
(Figura 3).

Bl 5’ Muestras Positivas
B 15872 Muestras Negativas

Total=1924

Figura 3. Prevalencia de muestras positivas de EGB en mujeres embarazadas de 35 a 37 semanas de

gestacion. Total de muestras obtenidas: 1924, Total de muestras positivas: 52

Para evaluar los factores de riesgo de las mujeres embarazadas se analiz6 la informacion
epidemioldgica relevante mediante la razon de momios y el valor de p. Los resultados de
ambos andlisis indican que no hay una correlacién entre el estado de colonizacién de la

madre y los factores de riesgo evaluados (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas y gineco-obstétricas de 1924 mujeres embarazadas de acuerdo con el estado de colonizacidn por Estreptococo del

grupo B (EGB).

Caracteristicas Total (n=1924) Si (n=52) |No (n=1872) |RM (95% CI) p
Edad 27 (16-42) 29 (17-38) |27 (16-42) - -
<30 1397 (72.6%) 35 (67.3%) | 1372 (72.8%)
Grupo de Edad (Afios)
>30 494 (13%) 15 (28.8%) [ 479 (25.6%) |0.815 (0.441-1.505) | 0.305
Medio-Medio/
Nivel Socioeconémico Bajo 0 Bajo 1590 (82.6%) 45(86.5%) 1545 (82.5%)
Otra 290 (15.1%) 6 (11.5%) |284 (15.2%) |1.379 (0.583-3.262) | 0.307
1 566 (29.4%) 17 (32.7%) | 549 (29.3%)
NuUmero de embarazos
2 0 mas 1331(62.9%) 35 (67.3%) | 1296 (69.2%) | 1.123 (0.624-2.021) | 0.401
Infecciones en tracto Previo 478 (24.8%) 10 (19.2%) 468 (25%)
urinario Actual 800 (41.6%) 26 (50%) | 774 (41.3%) |0.636 (0.304-1.331)| 0.15
Obesidad 62 (3.2%) 2 (3.8%) |60 (3.2%) 2.306 (0.534-9.969) | 0.235
Comorbilidades Diabetes mellitus tipo 2 |25 (1.3%) 0 (0%) 25 (1.3%) - 0.525
Diabetes Gestacional 340 (17.7%) 14 (26.9%) | 326(17.4%) |1.895 (1.003-3.581) | 0.041
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A partir de los aislados de S. agalactiae se realiz0 la serotipificion de cada muestra. EI mas comun fue el serotipo Il con 10 muestras
positivas, 1o que representa el 19,2% de las muestras positivas recogidas de gestantes, sequido de los serotipos Il y IV con nueve
muestras positivas cada uno. Cada uno representa el 17,4% de las muestras positivas. En consecuencia, el 46,2% restante estuvo formado
por los serotipos la, 1b V, VIl y cepas no tipificables (NT) (Figura 4). También encontramos el primer serotipo VIII en México, que se

encuentra comunmente en Japon, pero ocasionalmente se detecta en los Estados Unidos y paises europeos como Dinamarca y Francia.
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Figura 4. Prevalencia de los serotipos obtenidos de EGB en mujeres embarazadas de 35 a 37 semanas de gestacion representado en nimero de muestras
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Posterior a la identificacion de cada serotipo se evaluo la produccion de biofilm de cada cepa
(n=54), mediante un ensayo de microtitulacion de Cristal Violeta midiendo la absorbancia
en un lector de placas a 595 nm (Figura 5) y se correlaciond la produccion de biofilm
considerando un valor de corte (DOc= 0.288279221). Este valor fue determinado mediante
el valor de la media del blanco mas tres veces su desviacidn estandar, y se clasificd mediante
los siguientes criterios: No productores (DO < DOc). Productores débiles (DOc < DO <
2xDO0Oc), Productores moderados (2xDOc¢ < DO < 4xDOc) y Productores fuertes (4xDOcC <
DO) (Salinas C, et al., 2017). Las cepas del serotipo Ib fueron los mayores productores de
biofilm obteniendo una absorbancia promedio a 595 nm de 0.8, seguido de las cepas del
serotipo la 'y NT con absorbancias de 0.55 y 0.51 respectivamente. El resto de las cepas
produjeron una cantidad menor de biofilm obteniendo valores de menos de 0.4.
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Figura 5. Absorbancias obtenidas a partir del ensayo de CV en cada cepa de los distintos serotipos de EGB a

una absorbancia de 595nm.

Una vez clasificadas las cepas usando el tipo de produccidn se encontré que 34 presentaban
una produccion débil, 10 produccién moderada, 9 eran no productores y 1 produccién fuerte
La Unica cepa que presentaba una produccion fuerte era del serotipo Ib, mientras que las 5
cepas restantes producian un biofilm moderado. El serotipo la es el que sigue con mas cepas

productoras de biofilm moderado, teniendo 3, mientras que los 5 restantes a este serotipo
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tienen una produccion de biofilm débil. El resto de las cepas eran productores debiles o no
productores, con la excepcion de 2 cepas que se clasifican como productores moderados, una

perteneciente al serotipo Il y otra al NT (Figura 6).
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Figura 6. Clasificacion de tipo de productores de biofilm mediante el ensayo de CV en cada cepa de los distintos

serotipos de EGB a una absorbancia de 595nm.

Para finalizar, se compar6 la produccion de biofilm entre cada serotipo y se determiné si
existe diferencia significativa entre ellos usando el programa GraphPad Prism 9. Se
determino que los datos no son normales usando la prueba de Shapiro-Will, y se utiliz6 la
prueba no-paramétrica Kruskal-Wallis obteniendo como resultado que las muestras
comparadas son diferentes entre los diferentes grupos (valor de p, <0.0001). Por altimo se
realizé la prueba de Tukey para determinar las diferencias estadisticas entre cada serotipo. El
serotipo Ib que tiene la mayor produccion de biofilm muestra una diferencia significativa en

comparacion con todos los demaés serotipos (Tabla 3).

34



Tabla 3. Comparacion mdaltiple de Tukey utilizando la absorbancia del ensayo de CV

promedios de cada serotipo.

comparando los

Comparacion Diferencia Intervalo de | Significancia | Valor
multiple de Tukey | Significativa | Confianza (0.95) ajustado de P
lavs. Ib -0.259 -0.4667 a-0.05135 | Si 0.0058
lavs. 111 0.2428 0.05596 a 0.4297 Si 0.0036
lavs. IV 0.285 0.09818 a2 0.4719 Si 0.0004
lavs.V 0.2872 0.0795 a 0.4949 Si 0.0016
1b vs. 11 0.4193 0.2208 a 0.6179 Si <0.0001
b vs. 11 0.5018 0.2992 a 0.7045 Si <0.0001
Ib vs. IV 0.5441 0.3414 a 0.7467 Si <0.0001
b vs. V 0.5462 0.3242 a 0.7682 Si <0.0001
Ib vs. VIII 0.5411 0.2271a0.8551 Si <0.0001
Ibvs. NT 0.2623 0.01402 a 0.5105 Si 0.0316
11 vs. NT -0.2396 -0.4707 a - | Si 0.0372
0.008507

IV vs. NT -0.2818 -0.5129 a-0.05073 | Si 0.0075
Vvs.NT -0.284 -0.5322 a-0.03574 | Si 0.0149

En las pruebas de resistencia a los antibidticos, la mayoria de los EGB eran resistentes a la

tetraciclina, pero se pueden distinguir los siguientes resultados significativos: (1) una de las

9 cepas del serotipo 1V tenia resistencia a la tetraciclina, (2) uno de los 4 aislados NT tenia

resistencia a la tetraciclina, (3) las cepas de los serotipos Ib, I, Ill, V' y VIII presentaron

resistencia a la tetraciclina, y (4) una de 9 cepa del serotipo Il presentd resistencia a

levofloxacina, moxifloxacinay tetraciclina, y tuvo menor susceptibilidad a ampicilina (Tabla

4).
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Tabla 4. Nivel de resistencia a los antibidticos de aislado de EGB. S: sensible, I: intermedio, R: resistente, RS: susceptibilidad reducida, AMP: ampicilina, LEV:

levofloxacina, MOX: moxifloxacina, LIN: linezolid, VAN: vancomicina, TET: tetraciclina, TIG, tigeciclina, ERY: eritromicinay CLY : clindamicina.

AMP | LEV | MOX | LIN | VAN [TET| TIG [ERY (Disk 15pg) * | CLY (Disk 2png) *
Muestra Serotipo
SR = IS 1 I = el S =l ) = O ) = I < |2 I <
Rango CMI pg/ml 0.25(/16|0.12|8(0.25(8|0.5|8|0.5/32|1(16/|0.1(2| 21 | 16-20 | 15 | 19 | 16-18 | 15
423 la S S S S S R S S S
1327 la S S S S S S S S S
1582 la S S S S S R S I S
1781 la S S S S S S S S S
1841 la RS S S S S S S S S
1884 la S S S S S R S S S
1888 la RS S S S S R S S S
1890 la S S S S S R S S S
18 Ib S S S S S S S S S
1038 Ib S S S S S S S S I
1207 Ib S S S S S R S I I
1503 Ib S S S S S R S S I

36



RS

Ib

Ib

1600

1720

480

610

685

833

840

1184

1186

1514

1571

1757

204

210

725

1673

1718
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Para evaluar la distribucion clonal de los aislados de EGB se realizo el anlisis de PFGE. La
mayoria de las cepas pertenecieron a diferentes linajes. Sin embargo, los resultados indican
que las cepas provenientes de la madre y transmitidas a los neonatos son la misma cepa,
indicando que no fueron casos de transmision nosocomial. Particularmente la cepa 1574 NT
también presenta el mismo patrén de bandas que las cepas del serotipo VIII, indicando que
se puede tratar del mismo serotipo, sin embargo, la cepa no tipificable no fue identificada
mediante serotipificacion debido a una ausencia de aglutinacion contra el suero a este

serotipo (Figura 7).

| | | | [ || | | 1238mvm
| 1574nT
| 12300 vin
1808b V
|| | |||  1808mvr
| |]] 1546 NT
| | I | [ | | ss0v
[ | 1884 la
| | | 157111

I | L] | ecom

| | | | | 11861l
I 1] ] e
I | | ]| e
| | | [ ] o
| | | | | | 1718111
| 1500 NT
| 18411a
18881a
1841 1a
1240 IV
| 1756 111
1405 |V
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1754 11
| 1] | 5 apaiscse

| | | I O I I R

Figura 7. Dendograma de los patrones de bandas obtenidos mediante PFGE.
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VIII. DISCUSION

La prevalencia de EGB en mujeres embarazadas y recién nacidos varia en todo el mundo.
Los estudios informan rangos amplios de prevalencia de la colonizacién en México segun la
ubicacion, el momento y el disefio del estudio. Nuestro estudio obtuvo una prevalencia del
2,70% en mujeres embarazadas con 35-37 semanas de gestacion en muestras vaginales-
rectales. En México, se desarrollaron ocho informes de prevalencia de EGB de 1980 a 2006
en la parte sur del pais. La prevalencia mas baja fue en Ledn Guanajuato, obteniendo 0.46%
utilizando 433 muestras de gestantes con 37 0 méas semanas de gestacion con dos muestras
independientes, una del recto y otra de la vagina (Romero et al. 2005). La mayor prevalencia
se observé en la Ciudad de México con 38.7%, detectaron EGB en muestras vaginales de
mujeres embarazadas con previa infeccion urinaria por EGB; la mayoria de las muestras
positivas correspondieron a mujeres con infeccion urinaria por EGB (Hernandez-Trejo y
Soriano 2006). Las diferencias entre los estudios se pueden explicar en el disefio
experimental. En el estudio mas bajo, la prevalencia puede reducirse debido a dos muestras
independientes que se han asociado con un hallazgo mas bajo de EGB (El Aila et al. 2010),
y en el caso mas alto, la prevalencia debido a la infeccién urinaria por EGB se ha asociado
como un factor de riesgo en mujer embarazada (De Melo et al. 2017). Tomando en cuenta
esas variables, utilizando muestras vagino-rectales para obtener una mejor tasa de
aislamiento, y preguntamos a las pacientes si tenian infecciones previas de EGB, ya que en
nuestro estudio ninguna mujer embarazada present6 infeccion urinaria por EGB confirmada
por medio de antecedentes clinicos, podemos explicar una de las razones por las cuales la
prevalencia obtenida en este estudio tiene un nivel intermedio comparando con el resto de
los estudios en México. Asi, los datos obtenidos en estudios epidemiolédgicos pueden reflejar
la efectividad de diferentes métodos asociados con la efectividad del muestreo y en nuestro
caso, reflejar la epidemiologia en pacientes en general, sin estar previamente asociadas con

un factor de riesgo a la colonizacion de EGB.

Ademas, ninguno de los informes anteriores utilizd6 mas de 1000 muestras. Dos estudios
tienen mas de 500 muestras; uno informé una prevalencia del 14% (n = 593) (Figueroa et al.
2007) y el otro 8,6% (n = 910) (Ocampo-Torres et al. 2000). Nuestras 1924 muestras, se

pueden considera elevadas en comparacion con el resto de los estudios. Por lo tanto, nuestros
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resultados podrian considerarse mas representativos. Sin embargo, esto podria no ser
suficiente para determinar una estrategia solida para la salud publica. Diferentes hospitales
de una misma ciudad han presentado prevalencias diferentes. Por ejemplo, en el Hospital
Clinico José de San Martin (Di Bartolomeo et al. 2005) determinaron que la prevalencia de
EGB en mujeres embarazadas de 9,39%, mientras que en el Hospital Posadas obtuvieron una
prevalencia de 18.15% (Garcia et al. 2003). Ambos hospitales en Buenos Aires, Argentina.
Por lo tanto, determinar la prevalencia en México es una tarea que requiere estudios en
diferentes zonas del pais, diferentes hospitales y en diferentes periodos de tiempo. Esto podria
ser facilitado por el andlisis de los datos en diferentes hospitales, sin embargo, esto no
esclareceria las caracteristicas que pudiera haber en cada cepa o brote. Este estudio
contribuye para la generacion de datos epidemioldgicos de EGB, pero para la generacion de
lineamientos contra este patdgeno es necesario establecer las caracteristicas de las cepas

presentes en territorio mexicano.

También encontramos diferencias significativas en la distribucion de serotipos. Nuestros
resultados mostraron que el serotipo més comun observado fue el tipo 11 (19,2%). La mayoria
de los estudios previos realizados en México no segregaron el serotipo | en lay Ib, mientras
que otros informan que el mas comun es el serotipo la (Ippolito et al. 2010). Esto puede
deberse a diferencias en la distribucion de los serotipos en México y al método de
serotipificacion. Al utilizar un kit de serotipificacion que facilita la definicion del serotipo
comparandola con de la técnica de inmunoprecipitacion con los estudios mas antiguos es mas
probable definir el serotipo de manera correcta y al mismo tiempo facilitar la identificacion
de serotipos consideraros raros en la region. Ademas, encontramos el primer serotipo VIII
EGB en México, un serotipo raro en la mayor parte del mundo con la excepcion de Japon
(Shabayek y Spellerberg 2018). Una de las principales razones para ser los primeros en
encontrar este resultado es que este serotipo fue caracterizado y reconocido en el afio 2000,
mientras que la mayoria de los estudios se realizaron antes de este afio, lo que imposibilita
su deteccion. Por otro lado, este hallazgo puede indicar que la variabilidad de EGB puede
aumenta debido a diversos factores como cambios en la etnia de la poblacion y adaptacion

de las cepas que puedan causar el aumento en la prevalencia de ciertos serotipos.

La resistencia a los antibidticos es un problema mundial debido a las limitadas opciones de
antibioticos utilizados en el tratamiento de infecciones bacterianas. Al evaluar la resistencia
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a antibioticos de EGB utilizando VITEK 2. Obtuvimos el 64,8% de cepas resistentes a
tetraciclina en contraste con el 29,6% de cepas sensibles a todos los antibidticos. Estudios
anteriores han informado de una alta tasa de resistencia a la tetraciclina y la han
correlacionado con la presencia de los genes tetM y tetK (Emaneini et al. 2014; Hraoui et al.
2012). Tambien encontramos la primera cepa en México con susceptibilidad reducida a los
betalactdmicos. Varios autores han informado de EGB con esta caracteristica debido a la
presencia de genes de proteinas ligantes de penicilina como pbp. Teniendo en cuenta que las
cepas de EGB pueden mostrar altas tasas de resistencia a los antibidticos a otros farmacos,
las pruebas de susceptibilidad de los aislados de EGB de mujeres embarazadas con alergia a
la penicilina son cruciales para la eleccion del farmaco. Ademés, las pruebas de
susceptibilidad a farmacos de todos los aislados de EGB de mujeres embarazadas podrian ser
adecuadas para controlar la resistencia a farmacos de EGB (Moroi et al. 2019; Hayes et al.
2020).

La produccion de biopeliculas vario entre cepas con diferentes serotipos. Obtuvimos que
EGB serotipo Ib es el serotipo con mayor produccién de biopelicula, cinco de ellos fueron
productores moderados y uno productor fuerte. Su produccion de biopelicula fue
significativamente mayor que la de los serotipos la, 1, 111, 1V, V, VIII y NT. Otros autores
han demostrado que la produccion de biopeliculas varia considerablemente en este conjunto
diverso de cepas de EGB Los factores asociados con una fuerte produccion de biopeliculas
son la fuente de la cepa de humanos y ganado, el tipo de pili que se presentan en las cepas y
adhesinas (Rosini y Margrit 2015; Shabayek y Spellerberg 2018; Parker et al. 2016).

Harmeet et al. 2009 menciona en su estudio que los serotipos con mayor formacion de biofilm
fueron los serotipos la y Ib, mientras que los serotipos con menor produccion fueron los no
tipificables, menciona que existen estudios que sugieren que la Proteina o-C es de gran
importancia en la union e invasion de EGB en humanos y que dicha proteina estaba presente
en mayor cantidad en los serotipos la y Ib a comparacion de los no-tipificables que tienen
una proporcion mas baja de esta proteina. En este estudio se demostrd que existe una alta
produccién de biofilm en ambos serotipos la y Ib ya que representan mayores indices de
formacion de biofilm. En comparacion con nuestros resultados, D"Urzo et al. en 2014
menciona que la mayoria de las cepas del serotipo 111 tienen una mayor produccién de biofilm
en presencia de glucosa y pH bajo (4.5 a 5 pH), empleando diferentes metodologias, entre
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ellas con CV donde determind que el pH acido puede regular la expresion de diferentes
proteinas de superficie que son formadoras de biofilm, estos resultados pueden ser diferentes
gracias a las concentraciones de pH y glucosa diferentes a los de nuestro estudio. Nuestra
metodologia fue muy parecida a la empleada por D"Urzo con CV, pero las muestras
estuvieron en diferentes condiciones de pH y glucosa que el estudio. YuehRen et al. en 2012
menciona que los serotipos con mayor formacion de biofilm fueron el 111y V en presencia
de pH éacidos (pH 4.5 y 5) con una diferencia significativa entre los demas serotipos
analizados (la 'y Ib), ademas menciona que aunque los serotipos Il y V fueron productores
fuertes, los serotipos la 'y Ib fueron predominantes en los productores moderados (DO595 <
1.36) y altos (DO595 > 1.36), lo cual concuerda con nuestros resultados donde dichos
serotipos tuvieron en la mayoria de sus muestras resultados de produccion moderada, también
menciona que dichos resultados son gracias a la presencia de pH bajos a los cuales fueron
expuestas las muestras pero que no descarta que haya factores especificos de la cepa, otros
componentes como la sal, osmolaridad y iones metalicos que tengan algun efecto en la

produccion de biofilm en EGB.

En este estudio se evaluo la capacidad formadora de biofilm de diferentes serotipos de EGB
por lo cual se obtuvieron resultados con diferencia significativa entre el serotipo con mayor
productor de biofilm y el menor productor de biofilm, mas no se descarta la posibilidad de
que haya factores especificos de cada cepa o el nivel de pH lo que puede influir en su

capacidad de producir biofilm.

Los analisis de secuenciacion de DNA de aislados de EGB muestran la diversidad genética
entre diferentes aislados y se ha demostrado que, aunque pertenezcan a diferentes serotipos
pueden tener mas similitudes que con cepas del mismo serotipo. El nivel de diversidad
genética de EGB vy los patrones evolutivos no se reflejan adecuadamente con la clasificacion
de serotipos; por lo tanto, el nivel de heterogeneidad varia ampliamente (Grundmann et al
2001; Tattelini et al. 2005). En nuestro estudio encontramos un gran nivel de diversidad entre
los aislados teniendo casi en su totalidad muestras con diferentes patrones clonales. En el
caso de las muestras del serotipo VIII de la madre y su neonato, y las muestras 1808m V
(proveniente de la madre) y 1808b V (proveniente del neonato), se encontré que compartian
el mismo patrén de banda comparandolas entre la madre y su producto. Los resultados
concuerdan con las conclusiones en el estudio de Pallai et al. (2009) que indican que en
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algunos casos la serotipificacion puede ser subrogada en caso de que los aislados provengan
de una misma fuente como puede ser el caso en el que la madre transmita a EGB a su neonato

al momento del nacimiento.

En este estudio se evaluo la prevalencia de EGB en mujeres embarazadas, y se aislo EGB de
las muestras positivas. Los aislados obtenidos fueron caracterizados teniendo en cuenta la
capacidad de formacién de biofilm, resistencia a antibioticos y subtipificados mediante
PFGE. Los resultados muestran que los aislados son variables en cuanto a sus caracteristicas
fenotipicas y genotipicas, lo que se debe tener en cuenta a la hora de establecer lineamientos

para su deteccion y tratamiento.
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IX. CONCLUSIONES
En este estudio se identificaron 54 aislados de EGB mostrando un 2.6% de
prevalencia en 1924 muestras obtenidas.
No se encontrd ninguna asociacion estadistica entre la presencia de EGB vy factores
socio-economicos de las pacientes embarazadas
Los serotipos encontrados en las madres fueron: la 8 (15.38%), Ib 6 (11.53%), Il 10
(19.2%), 111 9 (17.3%), IV 9 (17.3%), V 5 (9.6%), VIII 1 (1.9%) y NT 4 (7.69%).
El antibidtico que presentd una resistencia mas frecuente en EGB fue la tetraciclina,
con la mayoria de los aislados resistentes a este antibidtico
La resistencia a la eritromicina y a la clindamicina fue de nivel intermedio, sin
embargo, una de las cepas presentd una resistencia completa a estos antibidticos, por
lo que monitorear la resistencia a antibioticos puede ser relevante en estudios futuros.
Se encontrd el primer aislado (1875 1lI) de EGB con multiple resistencia a
antibioticos en México.
El serotipo Ib tuvo una mayor produccion de biofilm en comparacion a los demas
serotipos analizados y el serotipo IV obtuvo una menor produccion de biofilm.
Las cepas encontradas en las madres y neonatos fueron adquiridas mediante

transmision horizontal y no transmisién nosocomial.
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X. PERSPECTIVAS

Evaluar la produccién de anticuerpos en los sueros obtenidos de las pacientes embarazadas
para contribuir a determinar las causas de la ausencia de infecciones invasivas causadas por

EGB en la poblacion estudiada.

Evaluar la presencia de factores de virulencia de los aislados para determinar el potencial
patogénico de cada uno y observar mutaciones que puedan hacerla menos patgena para

madres Yy neonatos.

Definir los mecanismos de resistencia a antibidticos para determinar la probabilidad de

transmision de la resistencia a otras bacterias del género estudiado.
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XI. ANEXOS

Anexo |.

Instimate Mexicano del Seguro Soctal
UMAE Hospital de Ginecobstetricia No. 23

FOBMATO DE RECOLECCION DE DATOS

Titule del proyecto de investigacion: “Epidemiclogia clinica ¥ molacular de la infeccion perinatl por Esmeptococo grupe B en una
unidsd medica de tercer nivel de atencion del noreste de México™

Diatos de la mujer embarazada:

Mombre: ApellidoPaterno . ApellidoMaterno = MNombres (s)
Edad: __ afies Aflaciom

Direccidn: Calle v Mo. Colonia

Municipio Estado

Talefono: Celular:

Lugar de nacimiento de los sbueles: Municipio Estado

Estrato secio-economico: Escala de Graffar-MMendez Castellano

Variables Puntaje Items
1. Profasicn del Jefs [ Prafesian Universilada. financatas, banqueros, comsrciantes. odes de
e Farmilla ala productvidad, Ofciales de las Fusrias Ammadas (8 Taman uf rangse

el Eduicician Supenion

[Profesian Tacrica Supariarn, Mediings CommaIcianies o produciones
3 Empleados sin prafesicn universilaria. con bacnica mada, pequehios
comercianies o progucionss

4 ‘Oorercs especializados y parte de los trabajadores ded sector informal {con
rimaria completa)

[ ‘Diorercs no especalzados y oira parbs del seclor informal de la econoamia
isin primarna comphata)

2 .- Wival s i Ensafianta Liniversilania & su sguivalents

insdruccicn de la Tecnica Supenor complela, ensefianza secundana completa, tecrica
macng media

B

[

3 Eﬂi?"-lﬂﬂ SELundaria meompEla, erica infendr
4 Ensafanza primaria. o alabeta (con agun grado oa insiniccion primara)
] Anatabata
3.-Principal fusrle de i Fartuna heredada ¢ adqurida
ek de la farlia 2 ‘Sanancas o beneficios. honoranos profesionales
3 S usddo rransual
4 Falaric semanel. por dia, entreda 8 destaje
B Donaciones do ongen pubilco o privado
4 - Condiconas da 1 ' wianda con opfimas condicionas sani@anias en ambenies de gran o
alopamenic 2 P viasndas con optimas condiconas sanianas en ambentes con lujo sin
mNCEs0 y sulicientes espacios
3 Vi BndAs Son BisnAL Condicines SANILATIAE &N SRpACHE eduidod o P,
parD SRMpre Manores que en ks vivendas 1y 2
| Y viendas con ambienbes espacosos o reducdos yo con deficiencias en
Algunas congiciones santarias
B Rancho o vivienda con condiciones san ifarias marcadamenie inadecuadas
[ Estrato Total de Puntaje Obien o
|Estrasa 486
Estrata N 7.B.9
Enirata i 10,1112
Esirafa IV 13,14.12.16
Estrato 17,18, 16,30
Seleccione el resultado: Puntaje:
Esteto ] Alto (4-6) Estzato IV Pobreza relativa (13-16)
Estrate 0 Medio alto (1-8) Estrato W Pobreza crifica (17-20).
Estrate I Medio medio y medio bajo (10-12)

Antecedentes ginecobstétricos:

G P C_ A

Cornoammionitis previa: 5i( Mo )

Infecciones de vias urinarias previas: Si( )Mo ) ;Cuintss por EGB?

Infeccion por EGB en productes previes: 51¢ )Mo ( ) ;Cuantos hijos con infeccion por EGET
Diatos gimecobstetricos actuales:

Corioamnicnitis actual: 51 ) No( )

Infeccion de vizs urinarias scal: 5i¢ YMe( ) ;PorEGB?Si{ Y No{ ) Sedescomoce { )
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Fiebre: 5i{ ) No{ ) Grados:

Fuphara prematurs de membranas: 5i( )Mo ) Tiempo de rupmra de membranas: horas
Via de nacimiento: vaginal { ) abdominal { )

Tipo de paro: distocico o sutocico Parto pre-términe: 5i( IWe( )
Ddabetes tipa 2: 51 JMNo{ ) Disbetes gestacional: 31 (o )
Obesidad: 5i( )Mo ) DMC: kz/m’

Glocosa: mgdl

Hemoglobina: %a

Trigliceridos: mg'dl

HDL: mgz/dl

Presicoarterial: _ / mmEHg

Dratos sobre factores genéticos:

Antersdentss an los progenitores de: Diabetes fipo 2 / Obesidad / Hipertension Arterial ;En quien? Madre / Padre / Ambos
Edad de los progenitores al momento del inicio: Madre:  abos Padre:  abos

Lugar de nacimiento de los sboelos: Abuelo P Abuela P Abuelo M Abuela M

Grupo ABO: Fh: HLA:

Colonizada por estreptococo del Grupe B: 5i( JMo( )
Caracteristicas del EGE aislado (colonizacion materna): Serotipo: Tipo clonsl: Sinfesiz de polisacando ug/dl

Diatos del produocto:

E=tado al nacer:

Nombre:

Fecha de nacimiento (dd'mm/aa):
Edad: (diaz) Sexo:
Edad gestacionzl: LEIMANAS

Asfiria al nacimiente: 51( JMo( ) Apgaral nacer v alos 5 minutos: _
Peso al nacer: ETEmMGE Bajo peso al nacer: 5i{ JMo( )
Colomizado por estreptococo del Grupe B: 5i( )Mo )

Caracteristicas del EGE aislado (colonizacion producte): Serotipo: _ Tipoclomal: _ Sinfesis de polisacaride _ ugidl

Seguimiento:
Fecha Edad del
(dd mm aa) producte (dias) Hallazgos en el products ¥/o en la madre:

1* Comsulta |

1* Consulta |

3" Comsulta |

4* Consulta i

5" Consulta |

Estado del producte 2l finsl del seguimiento:
La mujer desarrolls enfermedad relacionads a EGE: Si{ }No( ) jCual?

El EN desarrolle enfermedad grave relacionada a EGE: Si{ Y No( )

2 Cual? Meningitis’ Neumonia'Sepsis Otra iCuando (ddmmisa)? _ /[

Edad de inicio =i presentd enfermedsd grave: dias Fesultado de la enfermadad:

;Seaisli EGB? Si{ )No( ) ;Dedénde? Sanpre __ LCE__ Otro

Caracteristicas del EGE aislade (enfermedad producte). Serotipo: Tipo clonal: Smtesis de polisacaride pgidl
Observaciones

Wombre del investizador
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. INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
‘3) Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
m CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
e (ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio: “Epidemiologia clinica y molecular de |a infeccion perinatal por Estreptococo grupe B en una unidad
meédica de tercer nivel de atencion del Noreste de México™

Patrocinador externo: No aplica.
Lugar y Fecha: 1 /

Numero de Registro:

Justificacion y objetivo del estudio: Le estamos invitando a participar en un estudio de investigacion clinica que se
realiza en la Unidad Médica de Alta Especialidad No. 23 Hospital de Ginecologia y Obstetricia “Dr. Ignacio Morones Prieto”
(UMAE 23) del Instituto Mexicano del Seguro Social en Monterrey, el cual tiene como proposito evaluar diversas
caracteristicas dinicas de usted, de |la bacteria y relacionadas con la herencia de |a infeccion causada durante el embarazo
y el nacimiento por Estraptococo del grupo B (EGB), una bactena que puede infectar a la mujer embarazada y a su recién
nacido.Se va a evaluar la presencia de esta bacteria en las mujeres embarazadas, asi como los posibles factores que
podrian estar condicionando que unas mujeres tengan o no dicha bacteria y desamollen o no enfermedad por la misma.
Usted ha sido invitada a participar en este estudio debido a que usted es una mujer embarazada, y al igual que usted otras
pacientes de la UMAE No. 23 que estan embarazadas seran invitadas a participar y se incluiran en este estudio si asi lo
desean. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor, lea a detalle y detenidamente la
informacion que le estamos proporcionando y haga todas las preguntas que le parezcan necesarias antes de decidir si
desea o no participar en este estudio.

Procedimientos: Si usted acepta participar en este estudio se le tomara una muestra con un hisopo (raspado con un
aplicador de algodon o “cotonete”) de |a entrada de su vagina y de alrededor de su ano, para determinar si usted tiene la
bacteria EGB, y dos muestras de sangre de 5 mililitros cada una para medir su azicar en la sangre y buscar algunos genes
o factores relacionados con |a herencia que podrian estar predisponiendo a las personas a tener esta bacteria.

Si se detecta en usted la bacteria EGB, una vez que dé a luz se le estara solicitando su consentimiento, solo si usted lo
permite, para que su hijo recién nacido participe en la siguients etapa de esta investigacion. Si en ese momento ustad da su
consentimiento, a su hijo también se le tomara una muestra con un aplicador de algodon o “cotonete” de la garganta, de
alradedor del ombligo y de alrededor del ano para determinar si también tiene dicha bacteria.

Si ustad resultd tener la bacteria EGB, se dara aviso de esto de manera inmediata a su médico tratante y va a ser vigilada
después del parto o cesarea con citas mensuales, o antes si es necesario, durante 3 meses para evaluar clinicamente si
desamolla o no enfermedad por EGB. Si ocurre lo anterior se le realizaran de manera inmediata los estudios clinicos, de
laboratorio y de rayos X necesarios, y se iniciara inmediatamente el tratamiento especifico contra dicha bacteria, como a
continuacion se detalla. Usted y su esposo seran instruidos para la vigilancia de datos dinicos como los siguientes:
aumento de temperatura, molestia o ardor al orinar, urgencia para orinar o aumento en la frecuencia de orinar, dolor en la
parte baja del abdomen o espalda, abdomen “inflado”, sangrado o flujo anormal por su vagina. puede o no ser mal olients,
enmjecimiento o hinchazon en la herida de la cirugia, con la instruccion de que si se presenta cualquiera de estas
manifestaciones acuda inmediataments a evaluacion clinica al Servicio de Infectologia en el 8° Piso de la UMAE 23 con el
Dr. Amilcar Caballero Trejo. Si se sospecha que usted ha desamollado enfermedad por EGB de este tipo, se realizaran de
manera inmediata los estudios de laboratorio y rayos X necesarios, como examen de globulos rojos y blancos de la sangre,
estudios para evaluar que su cuerpo esta respondiendo a la infeccion, examen de orina, y en caso de requerido radiografia
ylo ultrasonido de su pelvis y abdomen. También se le realizarian estudios para buscar la bacteria EGB en diferentes sitios,
que pueden induir dependiendo de |a sospecha clinica, cultivo de orina, cultivo de sangre, cultivo de secrecion de su vagina
o de una muestra obtenida con un aplicador de algodon o “cotonete” del cuello de su matriz, o un aspirado del interior de su
matriz y/o un cultive de un aspirado por puncion con aguja del borde inflamado de la herida de la cirugia si estuviere
presente. Cada uno de estos estudios, solo en caso de presentar sintomas de infeccion en dicho sitio. Ademas se iniciara
también de manera inmediata el tratamiento especifico con antibicticos, el cual sera indicado por su médico tratante y que
puede incluir, entre otros, cualquiera de los siguientes antibidticos: penicilina o ampicilina o clindamicina o eritromicina a las
dosis médicamentes recomendadas.

Usted también autoniza que los resultados obtenidos sean registrados en una base de datos para los propositos de este
estudio: Conocer la frecuencia de esta bacteria en la mujer embarazada y conocer si existen caracteristicas de la mujer
embarazada, del embarazo, del parto y del Estreptococo del grupo B que se relacionen con la presencia o no de esta
bacteria y el desamollo o no de enfermedad. Esto en un futuro podria ayudar a los médicos a establecer si todas las
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mujeres embarazadas deben ser estudiadas para detectar esta bacteria. y si se justifica o no la administracion de
antibidticos a ellas en caso de detectarla.

Posibles riesgos y molestias: Puede sentir molestia cuando se le tome 2 muestra de |a entrada de su vagina y de
alrededor de su ano. Puede haber una molestia cuando se le tome la muestra de sangre y es posible la formacion de un
moraton en el sitio donde se le tome |a muestra. Los investigadoras hardn todo lo posible por minimizar estos riesgos
maolestias.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: 1) Usted no recibira ninguna remuneracion economica por
participar en este estudio, y su participacion no implicara ninglin gasto exira. 2) Se podra identificar de manera temprana si
usted tiene la bacteria Estrepiococo del grupo B. vy si se detecta en usted, una vez que dé a luz se |e estara solicitando su
consenfimiento si usted lo pemmite para que también se busgque esta bacteria en su hijo. 3) Si se detecta Estreptiococo del
grupo B en usted, se informara de manera inmediata a su medico tratante. Ademas usted estara bajo wvigilancia clinica
estrecha por un médico especialista en mujeres embarazadas para defectar de manera temprana si desamolla o no
enfermedad por esta bacteria y asi iniciar tratamiento rapido y oportunc. 4) Si durante la vigilancia clinica usted presenta
sintomas que sugieran infeccion por esta bacteria, se realizaran de manera inmediata todos los estudios de laboratorio y de
rayos X necesarios, y se iniciara tambien de manera inmediata tratamiento con los antibicticos adecuados.

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento: Durante el transcurso de este astudio le informaremos de
cualquier hallazgo nuevo, sea bueno o malo, que sea importante para |la decision de participar o continuar participando en
este estudio; por gjemplo, si hubieran cambios en los riesgos o beneficios por su participacion en esta investigacion o =i
hubieran nuevas altemativas de tratamiento que pudieran cambiar su opinion sobre su participacion en este estudio. Sile
llegamos a proporcionar informacion nueva, nuevamente le solicitaremos su consentimiento para seguir participandc en
este estudio solo si ustad lo permite.

Participacion o retiro: Su paricipacion en este estudio es completamente voluntana. Si usted decide no participar, seguira
recibiendo la atencion medica brindada por el IMSS a la que usted tiene derecho, se le ofreceran los procedimientos
establecidos dentro de los servicios de atencion medica del IMSS. Es decir, gue si usted no desea participar en este
estudio, su decision no afectara su relacion con el IMSS y su derecho a cbtener los servicios de salud u ofros servicios que
comeo derechohabients recibe del IMSS. Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted
puede abandonar el estudio en cualquier momento sin que esto modifique de ninguna manera los beneficios que usted
tiene como derechohabiente del IMS5.

Privacidad y confidencialidad: Para garantizar su privacidad, la informacion que usted nos proporcione que pudiera ser
utilizada para identificadia, como nombre. teléfono y direccion, sera guardada de manera confidencial y por separado, al
igual que los resultados de sus estudios clinicos y de laboratorio y rayos X obtenidos en esta investigacion. El equipo de
investigadores y los médicos de la UMAE No. 23 que estan a cargo de su atencion medica sabran gue usted esta
participando en este estudio. Nadie mas tendra acceso a la informacion que usted nos proporcione durante su participacion
en este estudic. al menos gue usted asi lo desee. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en
conferancias no se dard informacion que pudiera revelar su identidad, la cual sera protegida y ccultada, por lo que le
asignaremaos un numero que utilizaremos para identificarle en nuestras bases de datos.

Debido a que en este estudio se le tomaran a usted muestras de material biologico, como las muestras para cultive de la
bactena Estreptococo del grupo B y muestra de sangre para estudio de genes [herencia)]). usted debe decidir si autoriza o
no la toma de dichas muestras, y si autoriza la toma de las muestras usted debe decidir si autoriza el uso de las mismas
solo para los fines de este estudio o =i autoriza su empleo para este estudic y estudios posteriores. Estas muestras
comesponden a la bactera Estreptococo del grupo B si es encontrada en usted. Si usted autoriza el uso de dicha bactera
para estudios postenores los investigadores guardaan la bacteria durante cinco afics para realizar diversos estudios
microbioldgicos y genéticos con dicha bacteria. Siéntase libre de tomar la decisién que considers mejor para usted. Por
favor marque con una X una de las opciones que se presentan abajo (Unicamente debe indicar la opcion que usted
decida):

[_] No autorizo que se tomen las muestras.

[_] 57 autorizo que se tomen las muestras para este estudio.

[__] Si autorizo que se tomen las muestras para este estudio y su empleo para estudios futuros.

En caso de dudas o aclaraciones sobre el estudio podra dirigirse a:

Investigador responsable y colaboradores: En caso de que usted o su esposo tengan alguna duda acerca del estudio en
2l gue se encuenira participando o sobre sus derechos o trato gue debe estar o esta recibiendo, o sobre el sitio al cual debe
dirigirse en caso de requerir atencion medica, comunicarse de lunes a viemes de 7:30 a 14:00 horas con los investigadores
Dr. Amilcar Caballero Trejo o Dra. Evangelina Bricnes Lara al teléfono (01-81) 83714100 ext. 41712 o con el Investigador
Responsable Dr. Gerardo del Carmen Palacios Saucedo al teléfono (01-81) 83714100 ext. 41315, o con el Médico que fue

encargado de obtener el Consentimiento Informado Dr. al telefono
. © bien puede dingirse a cualguiera de los siguientes comeos  electronicos:
dramilcarcaballerod@hotmail.com o evangelina.brionesi@imss. .Mx o gerardo.palaciosi@imss.
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participants en esta investigacion podra dirigirse a: Comision de
Etica de Investigacion de la Comision Nacional de Investigacion Cientifica (CNIC) del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Blogue "B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP D8720. Teléfono 01 (55) 56 27 62 00

extension 21220, Comeo electronico: comision etica@imss gob mx

Declaracion de consentimiento informado: Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he
leido o alguien me ha leido &l contenido de este formato de consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato. Al
fimar este formato doy libremente mi consentimiento para participar en este estudio de investigacion.

Paciente Participante Esposo o Companero
Nombre, fimna, direccion y teléfono Nombre, firma, direccion y teléfono

Nombre y firna del encargado
de obtener el consentimiento informado

Testigo 1 Testigo 2
Nombre, fima, diraccion y teléfono Nombre, firma, direccion y teléfono
Relacion con el paciente (familiar, amigo, conocido. etc.) Relacion con el pacienta (familiar, amigo. conocido, etc.)

Clave: 2810-009-014

Clave: 2810-003-002
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