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RESUMEN 

Streptococcus agalactiae o Estreptococo del grupo B (EGB) es un microorganismo que 

se ha asociado con septicemia y meningitis infecciosas en el ser humano y es 

particularmente importante debido a la infección que causa en neonatos, principalmente 

por transmisión directa desde el tracto genital de la madre, a pesar de que forma parte de 

la flora habitual del tracto digestivo y respiratorio. Diversos estudios han determinado 

tasas de colonización que oscilan entre 5 y 35% en gestantes, con una variación importante 

dependiendo de la población en estudio y según la región geográfica en que se encuentre. 

En el presente trabajo se realizó un estudio genómico comparativo para la genotipificación 

del Polisacárido Capsular, y posterior determinación molecular de los serotipos de EGB, 

así como la identificación de los factores de virulencia y genes de resistencia a partir de 

51 aislados vaginales de mujeres embarazadas. A partir de borradores de genoma 

completo ensamblados de novo, se mapearon por homología los genes que codifican para 

el Polisacárido capsular y los fatores de virulencia: ScpB, sodA, cspA, lmb, FbsA, FbsB, bca, 

HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb que se han visto 

implicados en sistemas de evasión inmune como adhesión celular, formación de poros, 

resistencia a AMPs, entre otros. De igual manera se llevó a cabo una identificación de los 

genes de resistencia a antibióticos mreA, AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, IsaE, APH(3')-IIIa, 

mprF, tetM, Tet (W/N/W), mefA, tet(45), qacJ, SAT-4 y ErmB. Los aislados con locus 

CPS identificados, corresponden a los serotipos Ia, Ib, II, III, IV y V, siendo predominante 

el serotipo II con una prevalencia del 27.45%. Los locus sodA, cspA, lmb, dltA-D, ponA, 

CylE y cfb fueron encontrados en la totalidad de los aislados, mientras que, el locus ScpB, 

fue identificado en el 98.04% de los aislados. El orden de frecuencia total encontrada para 

el resto de los factores fue de; FbsA 90.19%; PI-1 76.47%; bca 72.54%; srr-1 70.58%; PI-

2a 68.62%; FbsB 54.90%; HvgA 39.21%; srr-2 37.25%; bibA y PI-2b con un 35.29%. 

Con respecto a la resistencia a antibióticos, todos los aislados fueron positivos a la 

presencia del gen mreA, mientras que el gen mprF fue identificado en el 98.04 % de los 

aislados. Los factores tetM y AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, fueron identificados en 60.78% y 

15.68% de los aislados, respectivamente. Por último, los factores Tet (W/N/M), mefA y 

tet (45) fueron identificados en solo el 3.92%, y solo en un aislado se presentaron los 

factores APH(3')-IIIa, IsaE, qacJ, SAT-4 y ErmB.  
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ABSTRACT 

Streptococcus Agalactiae or Group B Streptococcus (GBS) is a microorganism that has 

been associated with infectious septicemia and meningitis in humans and is particularly 

important due to the infection it causes in neonatal infants, mainly by direct transmission 

from the genital tract of the mother, even though it is part of the normal flora of the 

digestive and respiratory tract. Various studies have determined colonization rates that 

range between 5 and 35% in pregnant women, with a significant variation depending on 

the population under study and according to the geographical region in which it is found. 

In the present work, a comparative genomic study for the genotyping of Capsular 

Polysaccharide, and subsequent molecular determination of GBS serotypes, as well as the 

identification of virulence factors and resistance genes from 51 vaginal isolates from 

women. pregnant from de novo assembled whole genome drafts, the genes encoding the 

capsular polysaccharide and virulence factors will be mapped by homology: ScpB, sodA, 

cspA, lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y 

cfb that have been implicated in immune evasion systems such as cell adhesion, pore 

formation, resistance to AMPs, among others. Similarly, an identification of the antibiotic 

resistance genes mreA, AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, IsaE, APH(3')-IIIa, mprF, tetM, Tet 

(W/N/W), mefA, tet(45), qacJ, SAT-4 y ErmB was carried out. Isolates with identified 

CPS locus correspond to serotypes Ia, Ib, II, III, IV and V, with serotype II being 

predominant with a prevalence of 27.45%. The sodA, cspA, lmb, dltA-D, ponA, CylE and 

cfb loci were found in all the isolates, while the ScpB locus was identified in 98.04% of 

the isolates. The total frequency order found for the rest of the factors was; FbsA 90.19%; 

PI-1 76.47%; bca 72.54%; srr-1 70.58%; PI-2a 68.62%; FbsB 54.90%; HvgA 39.21%; 

srr-2 37.25%; bibA and PI-2b with 35.29%. Regarding antibiotic resistance, all the isolates 

were positive for the presence of the mreA gene, while the mprF gene was identified in 

98.04% of the isolates. The tetM and AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia factors were identified in 

60.78% and 15.68% of the isolates, respectively. Finally, the factors Tet (W/N/M), mefA 

and tet (45) were identified in only 3.92%, and only one isolate presented the factors 

APH(3')-IIIa, IsaE, qacJ, SAT -4 and ErmB. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Streptococcus agalactiae o Estreptococo del Grupo B (EGB), es una bacteria grampositiva 

β-hemolítica que coloniza asintomáticamente el tracto gastrointestinal y genitourinario 

inferior de aproximadamente el 10-30% de los adultos humanos (Saad et al., 2018). Es la 

principal causa de infecciones bacterianas invasivas en recién nacidos (sepsis neonatal y 

meningitis), siendo reconocido recientemente como patógeno en poblaciones adultas, 

incluyendo mujeres embarazadas, ancianos y adultos con enfermedades subyacentes 

como diabetes y cáncer (M. M. Farley, 2001; Kothari et al., 2009). En mujeres 

embarazadas, coloniza directamente el tracto genital, aspecto muy importante por  la 

posibilidad latente de transmisión directa al recién nacido durante el parto (De Cueto et 

al., 1998). Debido al impacto que esto presenta en mujeres embarazadas e infantes 

neonatos, EGB ha sido objeto de estudio durante un largo tiempo, con una gran cantidad 

de trabajos publicados relacionados a epidemiología y prevalencia de EGB, sin embargo, 

existe muy poca información acerca de sus características moleculares. Uno de los 

factores mayormente relacionados a la virulencia es el polisacárido capsular (CPS), 

relacionado directamente con la progresión de la enfermedad, que se utiliza para 

clasificarlo en 10 serotipos diferentes (Ia, Ib, II-IX), todos encontrados colonizando a  

pacientes (Slotved et al., 2007) con una distribución hospedero y geográficamente 

específica. Los serotipos Ia, III y V han sido reportados como los más prevalentes en EUA 

y Europa (Ekelund et al., 2003), los serotipos III y IV y serotipo VI, los más comunes en 

países como Brasil y Malasia, respectivamente (Eskandarian et al., 2015), mientras que 

en México el serotipo predominante es el I (G. Palacios et al., 2017).  De igual manera 

existen otros factores de virulencia relacionados a resistencia, invasión y evasión de la 

respuesta inmune que deben ser estudiados con mayor profundidad para así, lograr 

desarrollar estrategias de prevención de contagio en neonatos.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Agente Causal 

Streptococcus agalactiae o Estreptococo del grupo B de Lancefield (EGB), es una bacteria 

coco Gram positivo, que se encuentra típicamente dispuesta en cadenas o pares, anaerobio 

facultativo, catalasa y oxidasa negativo, con presencia del grupo B de antígenos del 

sistema de Lancefield (Hardie & Whiley, 1995). Este microorganismo se ha asociado con 

septicemia y meningitis infecciosas en el ser humano y es particularmente importante 

debido a la infección que causa en neonatos, principalmente por transmisión directa desde 

el tracto genital de la madre (transmisión vertical madre-hijo) a pesar de formar parte de 

la flora del tracto genitourinario, digestivo y tracto respiratorio alto (Ross & PW, 1978). 

S. agalactiae es el principal causante de septicemia, meningitis y neumonía en neonatos, 

responsable de 2 a 3 casos por cada 1000 nacimientos, siendo también, causa seria de 

mortalidad o morbilidad en adultos, particularmente en personas con enfermedades 

subyacentes y/o de edad avanzada (M. M. Farley, 2001).  

2.2. Factores de riesgo  

Algunos de los factores más importantes que aumentan de manera sustancial el riesgo a 

desarrollar la enfermedad son: La rotura de membranas antes del inicio del trabajo de parto 

y el aumento del intervalo entre la rotura de la membrana y el parto. Existen otros factores 

importantes como el parto prematuro, bajo peso al nacer, colonización vagino-rectal densa 

y fiebre intraparto que son importantes factores de riesgo a considerar (Edwards & Baker., 

2001). Uno de los primeros reportes de factores de riesgo asociados a la infección por S. 

agalactiae determinó que niveles bajos de anticuerpos maternos contra el polisacárido 

capsular puede aumentar la susceptibilidad del lactante a la infección (Baker & Kasper, 

1976). 

2.3. Colonización e infección en infantes neonatos por S. agalactiae 

La colonización materna por S. agalactiae es el factor principal de riesgo que propicia el 

desarrollo de la enfermedad invasiva neonatal, ya que la transmisión vertical de S. 

agalactiae antes o durante el parto se encuentra en la mayor parte de los casos (Hickman 

et al., 1999). Las tasas de colonización por EGB determinadas por varios estudios, oscilan 

entre 5 y 35% en neonatos, sin embargo, se observa una variación bastante amplia, debido 

a que depende de la población en estudio, las técnicas de cultivos, así como, los medios 
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utilizados (De Cueto et al., 1998). Las cifras de colonización varían de igual manera, según 

la región geográfica y factores socioeconómicos de la población de estudio. De hecho, en 

algunos países desarrollados, la cifra se oscila entre 5% y 35% y, por otro lado, para 

naciones en desarrollo, se encuentra entre 4% y 20%. Hablando específicamente de 

Latinoamérica; en Venezuela, Brasil, México y Argentina, se han descrito prevalencias de 

32.7%, 18.4%, 10.3% y 10% respectivamente. En otros países en desarrollo se han 

observado valores menores, por ejemplo, Libia e India, con un 5% y 5.8%, 

respectivamente. En tanto que, regiones como Gabón (19%), Benín (19.92%) y Egipto 

(26.5%) han tenido prevalencias más altas (Belard et al., 2015; T. Edmond et al., 2017; 

Mohamed et al., 2018). Aunque se estima que entre 20 y 30% de mujeres embarazadas se 

encuentran colonizadas, aproximadamente el 50% de bebés nacidos de estas mujeres será 

colonizado, pero, solamente el 1% de ellos desarrollan la enfermedad invasiva. Debido a 

la inmadurez del sistema inmune, el recién nacido es susceptible a este tipo de infecciones, 

que en algunos casos puede generar cuadros clínicos graves. Unas de las principales 

razones por las cuales puede ocurrir la infección,  es el nacimiento prematuro, la ruptura 

prematura de membrana y/o el bajo peso en recién nacidos (G. Palacios et al., 2017). 

2.3.1. Patogénesis 

Se observan tres cuadros clínicos distintos de la enfermedad invasiva por EGB. 

Enfermedad de inicio temprano con una presentación típica de sepsis y neumonía desde 

el día 0 al 7, enfermedad de inicio tardío que se presenta con mayor frecuencia con 

meningitis desde el día 7 hasta los 3 meses de edad y la enfermedad de inicio tardío-tardío 

que se presenta solamente pasados los 90 días de vida. A pesar de la terapia antibiótica 

adecuada, la enfermedad invasiva a menudo resulta en una alta mortalidad incluso en los 

últimos años (Schrag et al., 2002). 

La enfermedad de inicio temprano (EOD), tipo más común de infección, ocurre durante 

la primer semana de vida, donde el neonato se infecta por exposición a S. agalactiae antes 

o durante el nacimiento. Sin embargo, la mayoría de estas infecciones probablemente son 

causadas por la propagación ascendente del organismo desde el tracto genital materno a 

través de la rotura de membranas hacia el líquido amniótico en donde las bacterias se 

multiplican, lo que les permite colonizar el tracto respiratorio del feto (Lindahl et al., 

2005). Después de la entrada de bacterias en el tracto respiratorio, se puede desarrollar 
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neumonía y las bacterias pueden causar septicemia al extenderse hacia al torrente 

sanguíneo. Esta diseminación permite que las bacterias lleguen a múltiples sitios del 

cuerpo, donde la penetración subsecuente del tejido puede resultar en manifestaciones 

como meningitis y osteomielitis (Nizet & Rubens, 2000). Por tanto, S. agalactiae 

probablemente tiene que adherirse, invadir y transitar varias barreras de células 

epiteliales/endoteliales para causar la enfermedad.  

La enfermedad de inicio tardío, se presenta en una cantidad mucho menor que la de inicio 

temprano, sin embargo, ha sido de interés creciente en la última década, debido a que su 

incidencia no ha disminuido con las medidas profilácticas que han provocado una 

disminución en la aparición de la enfermedad de inicio temprana. Interesantemente, en 

algunas casos, se presenta como infecciones nosocomiales afectando principalmente a 

recién nacidos prematuros, quienes probablemente adquieren la bacteria por transferencia 

horizontal del personal de enfermería (Lindahl et al., 2005).  Las tasas de mortalidad de 

la enfermedad de aparición tardía son generalmente más bajas que las de las infecciones 

de aparición temprana, oscilando  entre el 2 y el 6% (Schrag et al., 2000). 

La enfermedad de inicio tardío-tardío es muy poco frecuente, pues solo se presenta en 

infantes que presentan estancia hospitalaria larga, inmunodeficiencias, o fueron 

prematuros con menos de 32 semanas de gestación. Presenta aspectos clínicos similares a 

la enfermedad de inicio tardío, como, meningitis, con una letalidad menor al 5% (Williams 

& Wilkins, 1990). 

2.3.2 Consecuencias post-infección 

Un gran porcentaje de recién nacidos que sobreviven a la infección por S. agalactiae 

sufren secuelas graves que afectan directamente a su óptimo desarrollo. Después de los 

casos de meningitis neonatal, hasta un 50% de los supervivientes, presentan secuelas 

neurológicas, dentro de las que se encuentran, retraso mental, ceguera, sordera, 

convulsiones incontroladas, hidrocefalia, pérdida de audición y retraso del habla y el 

lenguaje (Lindahl et al., 2005). Este hecho, refleja la gravedad del panorama real de la 

situación y ratifica la importancia del estudio relacionado a mecanismos de infección de 

este organismo patógeno.  

2.4. Políticas de detección y prevención 

En la década de 1960, EGB fue reconocido como el agente etiológico de la enfermedad 
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invasiva en infantes recién nacidos. A principios de la década de 1990, la incidencia por 

enfermedad invasiva temprana era de 1.7 casos por cada 1000 nacidos vivos y entre 2003 

y 2008 descendió a 0.3 casos de cada 1000 gracias a las políticas establecidas de detección 

y profilaxis antibiótica (Eberly & Rajnik, 2015). De igual manera, en España se presentó 

un decremento importante en las tasas de infección; entre 1979 y 1996 se presentaba en 

1.3 casos de cada 1000 nacidos vivos, descendiendo, en el año 2010, a 0.36 casos por cada 

1000 (Alos et al., 2013). Debido a la falta de una vacuna eficaz contra S. agalactiae, la 

CDC recomienda dos estrategias de prevención durante la primera semana de vida del 

neonato. La primera, es hacer pruebas de detección de la bacteria en la madre y la segunda, 

administrar antibióticos por vía intravenosa, durante el parto, a mujeres con mayor riesgo. 

Se ha demostrado que en el caso de dos mujeres portadoras de S. agalactiae al momento 

del parto¸ la mujer que no recibe tratamiento con antibiótico tiene 20 veces más 

probabilidades de transmitir el patógeno al recién nacido (Di Renzo et al., 2015). 

Desafortunadamente, no se ha identificado una forma efectiva de prevención en personas 

mayores a una semana de edad. 

2.5. Mortalidad 

En los años de 1970, en Estados Unidos, las tasas de mortalidad alcanzaban el 50%, sin 

embargo, actualmente se encuentran entre el 3 y 4% (Phares et al., 2008). En un meta-

análisis realizado en el año 2012 a partir de 74 estudios, se obtuvo información de cinco 

países subdesarrollados, donde se encontró una tasa de mortalidad del 12.1% por 

enfermedad invasiva temprana, hecho contrastante en comparación con estadísticas de 

países desarrollados (K. M. Edmond et al., 2012). 

2.6. Serotipos 

Actualmente, se han descrito 10 serotipos de EGB: Ia, Ib, y del II al IX, basados en los 

antígenos del polisacárido capsular específico (CPS) distribuidos en la mayoría de los 

países (Graux et al., 2020). La recopilación de 901 aislados a nivel global de infantes con 

enfermedad invasiva, muestra que el 98% de los casos corresponden a seis serotipos 

dominantes, Ia, Ib, II, III, IV y V, donde, aproximadamente el 75% de estos, pertenecen 

predominantemente a los serotipos III, Ia y V, respectivamente (Buurman et al., 2019). 

Un año después, un estudio publicado en Estados Unidos por Watkins y colaboradores 

con respecto a casos nacionales, muestra un incremento en el número de casos del  serotipo 
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IV, aumentando de un 4.7% en 2008 a un 11.3% en 2016,  agente causal principalmente 

en infección por EGB en adultos con alguna condición subyacente (Watkins et al., 2020). 

El método de identificación serotípica más utilizado consiste en el uso de pruebas de 

inmunodifusión y métodos de aglutinación comerciales, sin embargo, estos métodos 

pueden fallar en la asignación del serotipo correcto en un 10-25% de los casos debido a 

una baja expresión capsular, mutaciones en el operón capsular o por la precisión limitada 

que presenta el método (Kong et al., 2008). Por ello, el uso de técnicas moleculares para 

identificación, ha mostrado un incremento considerable en los últimos años. 

2.7. Distribución en México 

Un estudio realizado en la década de 1980 por el Instituto Nacional de Perinatología 

reportó una predominancia del serotipo I (33%) con respecto al serotipo III (3%), con un 

alto número de aislados tipificables (18.2%) de un total de 35 mujeres embarazadas 

colonizadas por Streptococcus agalactiae (Solorzano et al., 1989). A partir del año 2000, 

diversos estudios han confirmado al serotipo I (48.6-61.3%) como principal en el 

occidente y centro de México, con un incremento constante del serotipo III (5.9-32.9) y 

un menor registro de serotipos no tipificables (Figueroa et al., 2007; G. C. Palacios et al., 

2005; Villaseñor-Sierra et al., 2004).  Si bien, la información disponible es limitada, los 

estudios realizados confirman que, en México, el serotipo predominante es el tipo I, con 

un incremento considerable del serotipo III en la colonización de la mujer mexicana y en 

la infección del recién nacido en México (G. Palacios et al., 1997). 

2.8. Factores de virulencia 

EGB cuenta con una variedad de factores de virulencia que le proporcionan ventajas 

infectivas y facilitan el inicio de la enfermedad. Algunos de estos factores han sido 

identificados y caracterizados, incluyendo el Polisacárido Capsular (CPS), factor que 

permite clasificar a los diferentes serotipos en 10 grupos (Ia, Ib, y del II al IX) distribuidos 

dependiendo de la ubicación geográfica, proteínas reguladoras, proteínas localizadas en 

superficie y toxinas (Herbert et al., 2004). Una de las principales características de 

Streptococcus agalactiae, es que, la gran mayoría de las proteínas codificadas por genes 

asociados a la virulencia, son necesarias para la interacción bacteria-huésped-célula en el 

proceso de infección (Laczeski et al., 2014).  
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2.8.1. Polisacárido Capsular 

El Polisacárido Capsular (CPS) es reconocido como factor de virulencia clave que le 

facilita al microorganismo evadir los mecanismos de defensa del huésped y ha sido 

utilizado para subdividir a la especie en 10 serotipos (Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII y 

IX), con 5 serotipos predominantes (Ia, Ib, II, III y IV) que se distribuyen de manera 

similar en África, Europa, América y regiones este del mediterráneo (Beigverdi et al., 

2014). CPS, es de igual manera un blanco importante para el desarrollo de vacunas 

conjugadas que incluyen algunos o todos los serotipos, mostrando un panorama 

prometedor para combatir esta importante enfermedad (Doare & Heath, 2013). El CPS, es 

codificado por el locus CPS, conformado por 16-18 genes dependiendo del serotipo 

(Cieslewicz et al., 2005). Con ayuda de herramientas bioinformáticas de alineamientos de 

secuencias, se observó que los genes cpsA a cpsF, ubicados en uno de los extremos, y los 

genes cpsL, neuB neuC, neuD y neuA, ubicados en el otro extremo, se encuentran 

altamente conservados en los diez serotipos, mientras que, los genes que se encuentran en 

la región central, del cpsG al cpsK para los serotipos Ia-VII y IX, y del cpsR al cpsK en el 

serotipo VIII, varían entre los serotipos como se muestra en la figura 1 (Kapatai et al., 

2017).  

 

Figura 1. Comparación de los loci de CPS de los 10 serotipos (Ia, Ib, II-IX). Los genes dentro de 

la región variable se destacan de en coloración naranja (Kapatai et al., 2017). 
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2.8.2. C5a peptidasa (ScpB) 

La C5a peptidasa (ScpB) es una serín proteasa codificada por el gen scpB que facilita la 

evasión inmune mediante la adherencia e inactivación del componente del complemento 

humano C5a. El anclaje de ScpB a C5a impide el reclutamiento de neutrófilos en el sitio 

de la infección (Takahashi et al., 1995). ScpB puede también promover la unión de EGB 

a la matriz extracelular (ECM) de las fibronectinas y a las células epiteliales humanas (Q. 

Cheng, Stafslien, et al., 2002). La importancia de ScpB en la prevención de la infección 

por Streptococcus agalactiae se ha observado claramente mediante el uso de vacunas 

conjugadas de ScpB o ScpB-CPS, donde se observó que la administración, disminuye los 

niveles de EGB en pulmones de ratón, brindando protección al animal contra este agente 

infeccioso (Q. Cheng, Debol, et al., 2002). La regulación de ScpB, se da por dos TCS 

independientes en EGB. En primera instancia, durante la fase exponencial de crecimiento, 

se observó una creciente en la transcripción de scpB, en una mutante de rgfC (Spellerberg 

et al., 2002). RgfC es un sensor HK y RgfA es un Regulador de Respuesta de unión al 

ADN. A la fecha, no se sabe con exactitud si RgfA se une directamente al promotor de 

scpB para reprimir la transcripción. Si bien, estas observaciones sugieren una represión de 

ScpB por RgfC/A y posiblemente RgfB durante la fase de crecimiento, son necesarias más 

investigaciones para completar el panorama de la regulación de ScpB (Rajagopal, 2010). 

La segunda vía de regulación de la expresión de ScpB, se da por CoV/S. Mediante el uso 

de un covR mutante, se observó que en los serotipos Ia y V, mostró un incremento en los 

niveles de transcripción, lo que sugiere que CovR es un represor de ScpB (S. M. Jiang et 

al., 2005), sin embargo, no se ha demostrado regulación de ScpB en algunas cepas como 

EGB A909, lo que sugiere que la regulación de ScpB por CovR/S es cepa-específica. C5a 

peptidasa contiene un dominio de proteasa similar a subtilisin N-terminal, dos motivos 

RGD dirigidos a la integrina y tres dominios de fibronectina C-terminal tipo III (Fn), como 

se observa en la figura 2. 

 

Figura 2. C5a peptidasa. Dominio de actividad de la proteasa (Protease), dominio asociado a la 

proteasa (PA) y dominios de tipo III de fibronectina; Fn1, Fn2, Fn3 (Song et al., 2018).  
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2.8.3. CspA 

EGB puede escindir o dividir a los componentes de la Matriz Extracelular (ME) para 

facilitar la evasión de la respuesta inmune presentada por el huésped. Una serín proteasa 

asociada a la superficie celular, conocida como CspA, tiene la capacidad de escindir o 

dividir al fibrinógeno presente en la ME.  Esta división del fibrinógeno frustra el sistema 

inmunológico del huésped, ya que evita el reconocimiento y la captación fagocítica de 

EGB. Consecuentemente, aquellas cepas de EGB deficientes en la expresión de CspA, 

incrementan la susceptibilidad a neutrófilos y decrecen la virulencia en modelos de 

infección de sepsis neonatal (Harris et al., 2003).  Estudios recientes demostraron que 

CpsA también escindía fácilmente quimiocinas como el oncogén γ relacionado con el 

crecimiento, el péptido 2 activador de neutrófilos y la proteína 2 quimiotáctica de 

granulocitos, aboliendo su capacidad para atraer y activar neutrófilos (Bryan & Shelver, 

2009). A pesar de la importancia de este factor en la virulencia de EGB, son necesarias 

más investigaciones futuras para tener una imagen más clara sobre la regulación de la 

expresión de CspA. Las dos serín proteasas de EGB (ScpB y CspA) tiene un motivo 

LPXTG de anclaje a la pared celular. Estos motivos son esenciales para que la principal 

enzima sortasa, SrtA, se dirija a la pared celular de estas proteínas (Nobbs et al., 2008). 

Por tanto, se anticipó que en ausencia de SrtA, la mala localización de las proteínas 

ancladas a la pared celular conduciría a una disminución espectacular de la virulencia del 

GBS. Aunque los mutantes de srtA de EGB mostraron una localización de ScpB alterada, 

menos pili y una menor adherencia a las proteínas ECM y las células huésped, no se 

atenuaron para la infección sistémica (Lalioui et al., 2005). Dado que los mutantes srtA 

demostraron una menor colonización en modelos animales, estos resultados enfatizan la 

importancia de las proteínas de la superficie celular en la colonización del GBS. Sin 

embargo, los mecanismos relacionados a la expresión de srtA y cspA todavía no están 

completamente aclarados. 

2.8.4. LMB 

Lmb, es una lipoproteína de 34 kDa expuesta en la superficie de S. agalactiae, que media 

su adherencia a la laminina de la célula huésped, siendo un evento importante en la 

patogénesis. La laminina se ha identificado recientemente como un factor huésped crucial 

para la invasión bacteriana (Wijk et al., 2017). De hecho, los estudios estructurales y la 
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caracterización funcional muestran que Lmb juega un papel doble: en la unión del zinc y 

en la adhesión a las moléculas de la matriz extracelular (Ragunathan et al., 2013). 

Mediante estudios con Lmb mutada, se ha demostrado que cuando Lmb no se encuentra 

presente en EGB, se observa una disminución en la adherencia a las células endoteliales 

microvasculares del cerebro y a la laminina humana.  Los genes que codifican las proteínas 

de superficie ScpB y Lmb se encuentran en un transposón compuesto (Franken et al., 

2001). Donde se han descrito tres estructuras diferentes de la región intergénica scpB-lmb 

(Fig. 3), ya que esta región parece ser un punto caliente para la integración que puede 

contener los dos tipos de Elementos Genéticos Móviles (MGE), GBSi1 o IS1548 

(Spellerberg et al., 2010). Siendo que, GBSi1 e IS1548 se encuentran 97 bp cadena arriba 

y 9 bp cadena arriba del promotor putativo del gen lmb, respectivamente (Granlund et al., 

2001). 

 

Figura 3. Organización genómica de la región intergénica scpB-lmb (Spellerberg et al., 2010). 

2.8.5. Proteína C  

Se ha informado que la proteína alfa C (ACP) en la superficie del GBS interactúa de 

manera directa con las células epiteliales. ACP es el prototipo de una familia de proteínas 

de superficie Gram positivas, las proteínas de tipo alfa (Alps), entre las que se encuentran 

α-C, β-C, Alp1, Alp2, Alp3 (R28), Alp4 y Rib, han sido identificados hasta la fecha, 

siendo expresadas por muchas cepas de EGB de los serotipos Ia, Ib y II. Las Alps 

comparten una homología de secuencia considerable y elementos estructurales comunes, 

incluida una región N-terminal, una serie de repeticiones en tándem de 70-80 aminoácidos 

cada una y una región C-terminal que contiene un motivo LPXTG de anclaje a la pared 

celular (fig. 4) común a varias especies Gram-positivas (Baron et al., 2004; Song et al., 

2018). Importante a destacar que estas proteínas pueden variar en tamaño debido al 

truncamiento de genes dentro de la región de repetición (Madoff et al., 1996). Las 
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proteínas α-C y β-C, han sido ampliamente estudiadas en comparación con los otros 

miembros de la familia Alp. La importancia de la proteína α-C en la patogénesis de la 

enfermedad se observó claramente en un modelo de enfermedad de ratón neonatal, donde 

la deleción del gen bca, que codifica ACP, atenúa la virulencia del GBS, con diferencias 

de supervivencia significativas durante las primeras 24 h de la infección (Jing et al., 1997). 

In vitro, el mutante deficiente en ACP entra en las células epiteliales cervicales humanas 

ME180 y transita a través de las capas de estas células con menos eficacia que la cepa 

parental de tipo salvaje (Bolduc et al., 2002). En la proteína β-C el motivo de secuencia 

MLKKIE se une a la región Fc de la IgA humana y al factor humano H (FH) para proteger 

el EGB de la opsonofagocitosis (Jarva et al., 2004). No se han estudiado las posibles 

propiedades invasivas de otras proteínas Alp y el desarrollo de una vacuna universal 

usando proteínas Alp, ha sido limitado debido a la heterogeneidad de la secuencia De Alp. 

Sin embargo, MinervaX Inc. informó recientemente que la proteína de fusión de los 

dominios N-terminal altamente inmunogénicos de α-C y Rib (EGB-NN) condujo a un 

aumento de más de 30 veces el anticuerpo específico de EGB-NN en su ensayo clínico de 

fase I con 240 mujeres adultas sanas (Lin et al., 2018). 

 

Figura 4. Representación esquemática de las proteínas de superficie estreptocócica del grupo B. 

(A) Familia de proteínas Alp. Péptido de señal (S), dominio conservado (CD), dominio repetido 

(R), dominio de anclaje de pared de celda LPxTG (verde). (B) Proteína β-C, que contiene dominio 

de unión IgA (azul) y dominio de unión al factor H (marrón) (Song et al., 2018). 

2.8.6. Adhesina Hipervirulenta (HvgA) 

La proteína adhesina hipervirulenta (HvgA) es una proteína que facilita la adhesión más 

eficiente a las células endoteliales microvasculares y células epiteliales intestinales que 

constituyen la barrera hematoencefálica (BBB).  
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El locus hvga, presenta regiones reguladoras y codificantes conservadas en los extremos 

N y C terminal, que presenta una homología mayor al 90% con el locus BibA, que también 

codifica componentes se superficie específicos del clon ST-17, mientras que sus regiones 

internas muestran un nivel significativamente más bajo, entre 50-60%, como se observa 

en la figura 5. Debido al reciente descubrimiento de su importante participación en la 

hipervirulencia de EGB, el factor HvgA se presenta como un objetivo prometedor para 

desarrollar nuevas estrategias de diagnóstico (Tazi et al., 2010). 

 

Figura 5. Estructura del locus bibA/hvgA (Tazi et al., 2010). 

2.8.7. Pili 

Recientes estudios demostraron que EGB codifica un pequeño organelo de superficie 

conocido como Pili. Este organelo, media la resistencia de EGB a AMPs (Péptidos 

Antimicrobianos catiónicos) y facilita la adherencia y unión del patógeno a las células 

huésped (Pezzicoli et al., 2008).  Existen dos loci responsable de esta estructuras tipo Pili 

en EGB, conocidos como islas Pili 1 y 2 (PI-1 y PI-2, respectivamente) con dos variantes 

de la isla Pili 2, conocidas como PI-2a y PI-2b (Rosini et al., 2006a). De acuerdo a 

numerosas investigaciones, se ha encontrado que, en todas las cepas de EGB 

secuenciadas, al menos uno de estos loci es codificado (Dramsi et al., 2006). Estudios 

posteriores, observaron que la isla presente más común en EGB es PI-2a, seguido de PI-1 

con una proporción similar ligeramente inferior y, por último, el menos común fue PI-2b. 

Es importante destacar que una misma cepa puede presentar una o dos islas, dependiendo 

del estadío de la enfermedad; PI-1 y PI-2a se presentaron en mayor proporción en casos 

de EOD, mientras que PI-1 y PI-2b en LOD (E. R. Martins et al., 2013). El principal 

componente estructural de pili de EGB es el homólogo de PilB. Se ha observado que las 

cepas sin PilB muestran un decremento en la virulencia e incremento en la susceptibilidad 
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a fagocitos y AMPs. Sin embargo, el mecanismo por el cual el pili impide la resistencia 

de EGB a AMPs, es aún desconocido (Maisey et al., 2008). 

2.8.8. Proteínas de unión a Fibrinógeno 

La adherencia de EGB a las superficies de las células del huésped es importante para la 

colonización de la mucosa y la subsecuente invasión. Esta invasión, requiere de 

interacciones de EGB con las proteínas fibronectina, fibrinógeno y laminina, localizadas 

en la matriz extracelular, que facilita las subsecuentes interacciones con las integrinas que 

se encuentran en la superficie celular y la entrada a la célula. Algunos de los factores que 

permiten a EGB unirse a las proteínas localizadas en la matriz extracelular e invadir a las 

células, se describen a continuación. La unión de EGB a Fibrinógeno (que se encuentra 

en la Matriz Extracelular) es mediada por dos proteínas de unión a fibrinógeno conocidas 

como FbsA y FsbB. Ambas proteínas han sido purificadas y mostraron una unión al 

fibrinógeno, tanto de manera soluble como inmovilizado (Jacobsson, 2003) y estudios 

posteriores con FbsA y FbsB mutadas, sugieren que FbsA media la adherencia a la célula, 

mientras que FbsB promueve la entrada de EGB a la célula huésped. 

2.8.8.1. Proteína de unión a fibrinógeno A (FbsA) 

FbsA es una proteína asociada a superficie codificada solo por algunas cepas de EGB, 

como la cepa A909 del serotipo Ia y la cepa NEM316 del serotipo III que es regulada por 

al menos tres diferentes STS en el serotipo III, RogB, RovS y CovR/S. RogB, es un 

regulador transcripcional que regula de manera positiva a fbsA de manera dependiente de 

la fase de crecimiento (Gutekunst et al., 2003). Curiosamente, las propiedades de 

virulencia de un RogB mutante no han sido examinadas en varios modelos animales, por 

lo cual, es necesario realizar más estudios para determinar el rol de RogB en la infección 

por EGB. RovS ha se une directamente al promotor de fbsA regulándolo de manera 

negativa. Consistentemente, rovS mutantes muestra un incremento moderado en la unión 

al fibrinógeno y en la adherencia a células epiteliales de pulmón (U. M. Samen et al., 

2006). FbsA es también regulado de manera negativa por el sistema CovR/S, sin embargo, 

no se conoce completamente si CovR se une directamente a fbsA para regular la expresión. 

Estudios posteriores, muestran una presencia del gen FbsA cercana al 32% de un total de 

111 muestras, comprobando así, que la presencia de este factor de virulencia, es 

dependiente del serotipo y cepa (Rosenau et al., 2007).  
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2.8.8.2. Proteína de unión a fibrinógeno B (FbsB) 

FbsB es una proteína codificada por el gen FbsB que se ha encontrado en todas las cepas 

de EGB secuenciadas (Tettelin et al., 2005) y carece de un motivo de anclaje de la pared 

celular y de regiones de membrana, por lo que se sugiere que es una proteína secretada 

expuesta a la superficie. FbsB tiene un péptido señal N-terminal conservado y una región 

C-terminal de 223 residuos. La región N-terminal entre el péptido señal y la región C-

terminal varía en tamaño de una cepa a otra y se une al Fg humano (Gutekunst et al., 

2004). Estudios posteriores, encontraron que la región C-terminal conservada se unía a Fg 

bovino, pero no a Fg humano. Estos resultados plantearon algunas preguntas cruciales 

como por qué un dominio de proteína está altamente conservado tanto en cepas humanas 

como bovinas de S. agalactiae y, en segundo lugar, por qué esa región conservada de una 

proteína (FbsB) de una cepa humana se une solo a Fg bovino (Devi & Ponnuraj, 2010).  

2.8.9. Superóxido dismutasa 

Una de las principales vías de evasión inmune por parte del patógeno, es la resistencia a 

Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) codificadas por el huésped. Para ello, EGB codifica 

la superóxido dismutasa asociada al cofactor Mn2+, SodA, que le permite convertir las 

moléculas de oxígeno monoatómico o aniones superóxido (O2-) a moléculas de Oxígeno 

diatómico (O2) y H2O2, que son, subsecuentemente metabolizados por catalasas o 

peroxidasas. Mediante el uso de un sodA mutante, EGB demostró ser significativamente 

más sensible a macrófagos y tener una supervivencia disminuida en sangre y cerebro en 

ratón (Doran et al., 2002), comparado con cepas sin sodA mutada. Sin embargo, la 

supervivencia de sodA mutada en hígado o bazo, no se mostró afectada de manera 

significativa, lo que sugiere que SodA confiere beneficios de supervivencia en nichos del 

huésped específico. La regulación de la transcripción de sodA en EGB, se da por RovS. 

Se sabe que este regulador transcripcional se une directamente a la región del promotor 

de sodA, donde lo regula de manera positiva (U. M. Samen et al., 2006), sin embargo, la 

regulación por RovS de sodA durante la infección de EGB no se ha entendido por 

completo y requieres de más estudios.   

2.8.10. Proteínas de repetición ricas en serina (Srr) 

Las glicoproteínas de repetición rica en serina (SRR) son una familia grande y diversa de 

adhesinas presentes en la mayoría de las bacterias grampositivas. EGB expresa una de las 
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dos proteínas SRR alélicas, Srr1 y Srr2, con una organización de dominio altamente 

conservada que incluye una secuencia de señal de secreción, dos dominios SRR que están 

glucosilados, un dominio de unión de fibrinógeno especializado entre dos dominios SRR 

y un motivo de anclaje de pared celular LPXTG (Fig. 3). Tanto Srr1 como Srr2 

identificados en EGB se pueden unir a la cadena de fibrinógeno A, a través del mecanismo 

de "dock, lock y latch", y estas interacciones contribuyen a la patogénesis de la meningitis 

por EGB y la colonización del EGB de la superficie vaginal (Wang et al., 2014). 

Investigaciones posteriores demostraron que un dominio antigénico con 13 aminoácidos 

en el dominio “latch” de Srr1 y Srr2 es crucial para la patogénesis de las enfermedades 

del SGB, y se demostró que la vacunación con péptidos “latch” proporciona protección 

independiente del serotipo contra la infección por EGB en ratones (S. Lin et al., 2018). 

 

Figura 6. Familia de proteínas repetidas ricas en serina. Dominio  N1, N2, y N3 y dominio de 

glicosilación de repetición rico en serina SRR1 y SRR2 (Song et al., 2018). 

2.8.11. Toxinas formadoras de poros 

Las toxinas formadoras de poros, son un componente crítico para la patogénesis en 

muchas enfermedades causadas por bacterias. Estas toxinas promueven la entrada del 

patógeno en las células del huésped facilitando la supervivencia intracelular y la 

diseminación sistémica. EGB codifica para al menos dos toxinas formadoras de poros, 

conocidas como: β-hemolisina/citolisina (β-H/C) y el Factor CAMP (Del inglés, Christie 

Atkins Munch Peterson). 

2.8.11.1. β-hemolisina/citolisina (β-H/C) 

β-H/C, también conocida como CylE, es una toxina pluripotente asociada a superficie que 

promueve la invasión de EGB a través de barreras celulares de células epiteliales y 

endoteliales de pulmón, así como Barreras Sangre-Cerebro (BBB, Blood-Brain Barrier). 

Además, β-H/C promueve un mal funcionamiento en la función cardiaca, fallas renales e 

induce respuestas inflamatorias en el huésped que contribuyen a secuelas neurológicas 

(Doran et al., 2002, 2003; Ring et al., 2002). El gen estructural que codifica para β-H/C 

ha sido identificado como cslE (Pritzlaff et al., 2001). De acuerdo a estudios recientes, 
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otros genes del operón cyl, como cylA, cylB, cylJ y cylK se han asociado con 

modificaciones post-traduccionales y secreción de β-H/C (Forquin et al., 2007). Existe 

amplia evidencia de que EGB regula la expresión de β-H/C usando Sistemas de 

Transducción de señales (STS), específicamente, el Sistema de Dos Componentes (TCS). 

Este TCS, que comprende el Regulador de Respuesta (RR) de unión al ADN, CovR y 

CovS, reprime la transcripción de los genes cyl, incluyendo cylE (β-H/C) y activa la 

expresión de otra toxina formadora de poros llamada CAMP (S. M. Jiang et al., 2005; 

Lamy et al., 2004). El descubrimiento de que el regulador transcripcional RovS puede, de 

igual manera, activar la expresión de cylE y otros genes del operón cyl (U. M. Samen et 

al., 2006), demuestra la complejidad de la regulación de β-H/C. 

2.8.11.2. Factor CAMP 

El factor CAMP es una proteína secretada con propiedades formadoras de poro que ha 

sido sugerida como un factor clave en la patogénesis de EGB (Lang & Palmer, 2003). La 

evidencia de que este Factor es importante en la virulencia, ha sido demostrada por 

estudios in vivo, donde el Factor CAMP parcialmente purificado fue letal para conejos, y 

la co-administración del factor CAMP con una dosis subletal de EGB puede inducir 

septicemia y muerte en ratones (Jurgens et al., 1987). Sorprendentemente, se ha observado 

que una deficiencia del factor CAMP no afecta de manera sistémica la virulencia de EGB 

(Hensler et al., 2008), lo que parece indicar que, este factor no es esencial para la 

patogénesis de EGB. Con base en estas observaciones, se ha pensado que es muy probable 

que el factor CAMP sea solo esencial para la patogénesis de EGB en nichos donde la 

actividad de β-H/C se vea disminuida, por ejemplo, en los pulmones de humano, donde 

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) es un antagonista de β-H/C (G. Y. Liu et al., 2004).  

2.9. Genes de resistencia  

En muchos países, la detección de colonización por Streptococcus agalactiae en mujeres 

embarazadas que se encuentran entre las semanas 35 y 37 de gestación y la profilaxis 

antibiótica intraparto (PAI) para mujeres colonizadas han reducido sustancialmente la 

carga de EOD. En el caso de la profilaxis antibiótica intraparto, el antibiótico más 

recomendado es la penicilina. Antibióticos como clindamicina, vancomicina, y 

principalmente eritromicina, han sido utilizados en pacientes con alergias β-lactámicas 

que tienen algún riesgo de anafilaxis. No obstante, el uso de eritromicina y clindamicina, 
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ya no es recomendado a causa del incremento en el número de casos de EGB reportados 

resistentes a macrólidos. Las crecientes resistencias a los antibióticos macrólidos y 

lincosamidas en comparación con las de la misma población de hace 30 años, refleja la 

tendencia mundial de aumento de la resistencia a estos antibióticos. 

2.9.1. Resistencia a macrólidos  

Recientemente se han informado en diversas zonas geográficas, aislados de EGB 

resistentes a gentamicina y vancomicina (Park et al., 2014; Sendi et al., 2016), mostrando 

un incremento considerable en comparación con las mismas poblaciones de hace algunos 

años. Un estudio realizado en Canadá, identificó resistencia a varios antimicrobianos de 

uso común en un número sustancial de cepas EGB colonizadoras. En este estudio se 

utilizaron 102 aislados de EGB, donde se observó sensibilidad a penicilina, ampicilina y 

vancomicina. Ninguna de las cepas mostró alto niveles de resistencia a gentamicina 

(HLGR). Por el otro lado, solo 11 cepas fueron sensibles a tetraciclina, eritromicina y 

clindamicina. Con la excepción del serotipo VI, se observó resistencia a tetraciclina en 

cada uno de los serotipos. Un total de 89% de los aislados, mostraron resistencia a 

tetraciclina. La resistencia a clindamicina y eritromicina fue observada en 25% y 36% de 

los aislados, respectivamente. Junto a estos aislados que fueron sensibles a clindamicina, 

nueve mostraron resistencia inducida a clindamicina, para un 33% de resistencia total a 

clindamicina. La tasa de resistencia a los macrólidos en los aislados de EGB colonizadores 

en el área metropolitana de Toronto se caracterizó en 1999, cuando el 8% y 18% de los 

aislados eran resistentes a la clindamicina y la eritromicina, respectivamente (Mcgavin et 

al., 2001). Quince años después, la resistencia a la clindamicina y a la eritromicina fue 

significativamente mayor al 25%y 36%, respectivamente.  Por otro lado, no se observó 

una disminución de la susceptibilidad a la penicilina en ninguno de los aislados 

colonizadores metropolitanos de Toronto (Teatero et al., 2017).  

La resistencia a macrólidos en EGB se encuentra codificada fundamentalmente por tres 

genes: ermB, ermTR y mefA/E. Los genes ermB, ermTR, confieren resistencia a 

macrólidos, estreptograminas B (MLSB) de manera inducible (MLSBi) o constitutiva 

(MLSBc) y lincosamidas mediante la codificación de una metilasa de ARNr 23S que 

altera la unión a la diana del antibiótico. Mientras que, los genes mefA/E confieren 

resistencia de bajo nivel a eritromicina y sensibilidad a lincosamidas (fenotipo M) 
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mediante la codificación de una bomba de expulsión. La transmisión de estos genes puede 

darse de manera vertical u horizontal debido a que, son transportados por plásmidos y/o 

transposones, por lo que, un estudio de la evolución de la resistencia de S. agalactiae a 

macrólidos es fundamental (Ardanuy et al., 2005).  



19 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

Actualmente existen pocos trabajos de investigación publicados enfocados al estudio de 

los mecanismos moleculares que le proporcionan a S. agalactiae ventajas infecciosas 

frente al sistema inmune de infantes neonatos. Este trabajo permitirá aplicar los 

conocimientos generados sobre los mecanismos moleculares de infección a futuras 

estrategias de prevención o tratamiento contra nuevos blancos terapéuticos, que brinden 

una mayor esperanza de vida mejorando la salud de infantes neonatos y personas 

vulnerables a este patógeno.   
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4. HIPÓTESIS 

La caracterización de borradores de genoma completo de S. agalactiae, permitirá 

identificar el genotipo del polisacárido capsular específico y se identificarán los genes que 

codifican factores de virulencia y de resistencia a diversos antibióticos presentes en cada 

uno de los aislados.  
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Caracterizar y comparar genes que codifican para el polisacárido capsular y factores de 

virulencia y de resistencia a antibióticos a partir de borradores de genoma completo de 

aislados vagino-rectales de S. agalactiae de mujeres embarazadas provenientes de una 

unidad médica de 3er nivel del noreste de México. 

 

5.2. Objetivos específicos 

5.2.1. Identificar y reactivar aislados de S. agalactiae de una colección de cepas 

provenientes de hisopados vagino-rectales de mujeres embarazadas. 

5.2.2. Caracterizar molecularmente el locus CPS del polisacárido capsular de aislados 

vagino-rectales de S. agalactiae de mujeres embarazadas. 

5.2.3. Caracterizar los genes codificantes para los factores de virulencia ScpB, sodA, cspA, 

lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb de 

aislados vagino-rectales de S. agalactiae de mujeres embarazadas. 

5.2.4. Identificar los genes de resistencia a antibióticos en aislados vagino-rectales de S. 

agalactiae de mujeres embarazadas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Aislados de S. agalactiae.  

Se incluyeron 51 aislados puros de S. agalactiae de una colección de cepas colectadas 

previamente a partir de hisopados vaginales y perianales de mujeres embarazadas en 

control prenatal de la Unidad Médica de Alta Especialidad No. 23, Hospital de 

Ginecología y Obstetricia “Dr. Ignacio Morones Prieto”, del Instituto Mexicano del 

Seguro Social (IMSS). Todos los aislados de S. agalactiae fueron previamente 

identificados por métodos microbiológicos y bioquímicos estándares que incluyen tinción 

de Gram, prueba de CAMP, hidrólisis de Hipurato y prueba de catalasa, crecimiento en el 

medio cromogénico Strep B Carrot Broth (Hardy Diagnostics, Santa María, CA, EUA). 

El serotipo capsular de cada aislamiento determinado por aglutinación en látex del 

antígeno de grupo B mediante el StrepPRO™ Streptococcal Grouping Kit. (Hardy 

Diagnostics®. Santa Maria, CA, EUA). El protocolo contó con aprobación del comité 

nacional de investigación científica del IMSS (2014-785-069), así como, los 

consentimientos informados debidamente firmados. 

6.2. Obtención del ADNg.  

Para la extracción de ADN genómico (ADNg) de los aislados bacterianos se utilizó el 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania). Primero, se realizó una inoculación de cada 

aislado en 3 mL de caldo Todd-Hewitt a 37º C con un periodo de incubación de 24 horas. 

Después, se tomó 1.5 ml del cultivo celular y se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 

minutos, posteriormente se decantó el sobrenadante y se pasó el pellet obtenido a una 

resuspensión de las células en 180 µL lisozima (50 mg/mL), a 37° C durante 1 hora. 

Ulteriormente, se añadieron 20 µL de proteinasa K, se mezcló durante 15 segundos en 

vórtex antes de pasar a incubación con una temperatura de 56º C por un periodo de 30 

minutos, seguido de un periodo de reposo a 70º C durante 10 minutos para inactivación 

de la proteinasa K. Al terminar esta etapa, 4 µL de RNasa A fueron añadidos y durante 2 

minutos, se incubaron a temperatura ambiente. Siguiendo el protocolo de purificación, se 

añadieron 200 µL de buffer AL, para incubarse a 70º C durante 15 minutos, añadiendo 

200 µL de etanol grado molecular. Ulteriormente, el contenido total del tubo fue 

transferido a una columna QIAamp Mini spin que se encontraba dentro de un tubo de 

recolección de 2 ml; para desechar el eluente, se centrifugó a 8000 rpm durante 1 minuto 
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y se posicionó la columna en un tubo nuevo de recolección de 2 ml. Acto seguido, se 

añadieron 500 µl de buffer AW1, y se centrifugaron a 8,000 rpm por 60 segundos, 

después, se desechó el tubo de recolección utilizado. La columna, fue traspasada a un tubo 

nuevo de recolección de 2 ml, y se le añadió 500 µL del buffer AW2 para centrifugarse a 

14,000 rpm durante 60 segundos y desechar el eluente. Por último, se colocó la columna 

en un tubo de 1.5 ml nuevo para añadirse 60 µl de agua inyectable y eluir el ADNg 

obtenido por centrifugación a 8,000 rpm. Este último paso, se repitió hasta obtener un 

volumen final de 120 µl. Para determinar la concentración y pureza del ADNg de cada 

aislado, se utilizó el NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, DE, EUA), obtenidas por 

lecturas espectrofotométricas a 260 y 280 nm con razones A260/A280 y A260/A230. Para 

continuar, se realizó un corrimiento de electroforesis en gel de agarosa al 1% con solución 

amortiguadora TBE 1x para evaluar la integridad. Antes de generar las librerías para 

secuenciación, todas las muestras de ADNg fueron preparadas empleando el Quant-iT 

PicoGreen dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) en un volumen de 30 µl con una 

concentración de 500 ng, posteriormente, fueron depositadas en una placa de 96 pocillos. 

Por último, se tomaron 2 µl de cada muestra de ADNg, para mezclarse con 100 µl del 

Quant-iT PicoGreen dsDNA reagent y 98 µl de Buffer TE 1x en tubos para ensayo Qubit. 

La fluorescencia fue medida en el equipo Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher 

Scientific). 

6.3. Preparación de las librerías para secuenciación de genoma completo. 

La preparación de las librerías de ADNg para secuenciación de genoma completo de los 

51 aislados de S. agalactiae, se llevó a cabo mediante el uso del Nextera DNA Flex 

Library Prep Kit (Illumina Inc. San Diego, CA. E.U.A.). El protocolo establecido, indica 

una primera etapa de fragmentación del ADNg y un posterior etiquetado de cada uno de 

los fragmentos obtenidos adicionando 10 µl de Bead-Linked Transposomes (BLT) y 10 

µL del Tagmentation Buffer 1 (TB1) a cada muestra, con un tiempo de incubación de 15 

minutos en un termociclador a una temperatura de 55º C. Posteriormente, se realizó una 

limpieza post-etiquetado de cada una de las muestras, añadiendo 10 µl de Tagmentat Stop 

Buffer (TSB) e incubando a 37º C durante 15 minutos. Al finalizar el ciclo, se colocó la 

placa sobre un soporte magnético y se mantuvo inmóvil hasta que la muestra se tornó 

completamente transparente (aproximadamente 3 minutos), descartando el sobrenadante 
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con ayuda de una micropipeta multicanal. Acto seguido, se retiró la placa del soporte 

magnético y se añadieron 100 µL de Tagment Wash Buffer (TWB), repitiendo el 

procedimiento de eliminación de sobrenadante. Este lavado se realizó por duplicado y se 

resuspendió cada muestra en 100 µL del TWB. Una vez terminada la fase de lavado, se 

realizó una amplificación por PCR con ciclos limitados, añadiendo los índices-

adaptadores 1 (i7) y 2 (i5) (Nextera DNA CD Indexes 24 indexes, 24 samples; Illumina 

Inc. San Diego, CA. E.U.A.). Como siguiente paso, se preparó una mezcla maestra de 

PCR con 5 µL de cada uno de los índices-adaptadores más 22 µL de agua libre de 

nucleasas y 22 µL de Enhanced PCR Mix (EPM) por cada una de las muestras. Las 

condiciones de amplificación consistieron en un ciclo de, dos periodos de 3 min a 68º C y 

98º C, respectivamente; 5 ciclos de, 45 seg, 30 seg y 2 min a 98º C, 60º C y 68º C, 

respectivamente; y una extensión final de 1 min a 68º C. Finalizada la PCR, se purificaron 

las librerías amplificadas mediante un lavado con perlas para eliminar todos aquellos 

índices no amplificados o contaminantes presentes en cada una de las muestras. 

Posteriormente, se colocó la placa con la librería durante 5 minutos sobre el soporte 

magnético. Se llevó a cabo un lavado, añadiendo 45 µL del sobrenadante a tubos 

eppendorf con 40 µL de agua libre de nucleasas más 45 µL del reactivo Sample 

Purification Beads (SPB); se homogeneizó repetidamente utilizando una pipeta, se 

centrifugó por 1 minuto a 1,600 rpm y se incubó durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se colocaron de nuevo los tubos durante 5 minutos sobre el soporte magnético 

y se recolectaron 125 µL del sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo con 15 µL de SPB; 

se homogeneizó por pipeteo, se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente y de 

nuevo se colocaron durante 5 minutos en el soporte magnético. Se desechó el sobrenadante 

y se realizaron dos lavados con etanol al 80%. Posteriormente, se desechó el etanol y se 

secaron las perlas a temperatura ambiente, para después, resuspender con 32 µL de Buffer 

de Resuspension (RSB), se incubaron durante 2 minutos también a temperatura ambiente 

y se colocaron los tubos durante 2 minutos en el soporte magnético para tomar el 

sobrenadante y almacenarlo a -20º C. Se realizó una electroforesis con cartuchos Agilent 

DNA 12 000 Kit (Agilent Technologies, Santa Clara California, EUA) en el equipo 2100 

Agilent Bioanalyzer, para determinar el tamaño, concentración y pureza de los fragmentos 

etiquetados en cada una de las muestras. Posteriormente, se evaluó de nuevo mediante 
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cartuchos Agilent DNA 12 000 Kit utilizando una mezcla maestra tomando 5 µL de cada 

librería y se prepararon diluciones para llevar la mezcla a una concentración final de 8 

pM; como control, se utilizó una librería del genoma del bacteriófago PhiX (PhiX Control 

v3, Illumina Inc.) al 15%. La mezcla del control y la librería fue depositada en el cartucho 

para secuenciación de acuerdo con las condiciones establecidas por el fabricante (MiSeq 

Reagen Kit V2, Micro Flow Cell 300 cycles; Illumina Inc.) que posteriormente, fue 

colocado dentro del equipo de secuenciación de nueva generación MiSeq (Illumina Inc.). 

Para llevar a cabo el análisis inicial, el monitoreo del estatus, la edición de los parámetros 

de corrida y la visualización de los datos crudos generados se empleó el programa Local 

Run Manager de Ilumina Inc. 

6.4. Procesamiento bioinformático de los datos generados.  

La calidad de los datos fue evaluada con la versión 0.11.8 del programa FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) y los genomas fueron 

ensamblados de novo con el programa A5-miseq (Coil D, et al. Bioinformatics 2014). Los 

aspectos de calidad, cantidad y longitud de los ensamblajes generados, fueron evaluados 

mediante un análisis con el programa Quast (v 5.0.2; Gurevich A, et al. Bioinformatics 

2013). Aquellos ensamblajes con parámetros de calidad bajos, se sometieron a un 

protocolo de limpieza previo utilizando QCFiltering. La anotación de los borradores de 

genoma de completo fue realizada con el programa Prokka (v1.12; Seemann T. 

Bioinformatics 2014). La identificación final y mapeo de los genes que codifican para el 

polisacárido capsular, genes de resistencia mreA, AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, IsaE, APH(3')-

IIIa, mprF, tetM, Tet (W/N/W), mefA, tet(45), qacJ, SAT-4 y ErmB y los factores de 

virulencia ScpB, sodA, cspA, lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, 

dltA-D, ponA, CylE y cfb fue realizada mediante análisis de Blast con el programa BRIG 

(v 0.95; Alikhan, et al. BMC Genomics 2011). La identificación de genes de resistencia a 

antibióticos fue realizada por comparación usando la base de datos CARD 

(Comprehensive Antibiotic Resistance Database; http://arpcard.mcmaster.ca; Jia, et al. 

Nucleic Acids Res 2017). 
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7. RESULTADOS 

7.1. Aislamiento de EGB. 

El estudio fue realizado a partir de 51 aislados identificados previamente como S. 

agalactiae por pruebas microbiológicas y bioquímicas estándares. Cada aislado fue 

obtenido de hisopados vagino-rectales de mujeres cursando las semanas 38 a 40 de 

embarazo, y que constituyeron un grupo de gestantes colonizadas de entre 17-38 años de 

edad (Tabla 1). La distribución del serotipo capsular determinada en los 51 aislados por 

aglutinación con látex (StrepPRO™ Streptococcal Grouping Kit; Hardy Diagnostics, 

Santa Maria, CA, EUA) fue de; ocho aislados del serotipo Ia, cinco del serotipo Ib, diez 

del serotipo II, nueve del serotipo III, nueve del serotipo IV, cinco del serotipo V, uno del 

serotipo VIII y cuatro No Tipificables (NT).  

Tabla 1. Características clínicas de 51 mujeres embarazadas colonizadas por S. agalactiae. 

Aislado 

EGB 
Serotipoa 

Edad de la 

paciente 

(años) 

IVU 

Semanas 

de 

gestación 

Aislado 

EGB 
Serotipoa 

Edad de la 

paciente 

(años) 

IVU 

Semanas 

de 

gestación 

1 IV 22 No 38 27 NT 36 No 35 

2 V 21 No 40 28 IV 28 Yes 37 

3 III 31 No 32 29 NT 29 No 34 

4 III 24 Yes 29 30 Ib 37 Yes 34 

5 V 37 No 39 31 II 31 Yes 35 

6 Ia 27 No 37 32 NT 17 Yes 37 

7 II 25 - 34 33 II 34 No 37 

8 II 26 No 36 34 NT 24 Yes 37 

9 II N/D Yes 36 35 Ia 32 Yes 37 

10 IV 20 No 37 36 Ib 33 No 37 

11 III 26 Yes 36 37 III 22 Yes 34 

12 IV 30 No 35 38 III 26 Yes 36 

13 II 19 No 36 39 Ib 30 No 37 

14 II 21 No 36 40 III 28 Yes 34 

15 IV 19 No 37 41 III 22 Yes 34 

16 Ib 28 No 35 42 II 31 No 37 

17 II 28 No 37 43 Ia 19 No 37 

18 II 32 No 38 44 IV 21 No 36 

19 IV 32 Yes 34 45 V 18 No 35 

20 Ib 27 Yes 37 46 Ia 36 No 34 

21 VIII 29 No 36 47 III 29 Yes 37 

22 IV 30 Yes 36 48 III 32 N/A 35 

23 Ia 23 Yes 35 49 Ia 20 No 37 

24 V 38 Yes 37 50 Ia 22 No 35 

25 IV 30 Yes 35 51 Ia 30 No 37 

26 V 22 Yes 37      

aSerotipificado por StrepPRO Streptococcal Grouping Kit (Hardy Diagnostics; Santa Maria, CA, E.U.A).  

bUso de anestesia general balanceada durante intervención quirúrgica. Apgar 6/7.  
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11.2.  Calidad del ADNg obtenido. 

Las concentraciones de los ADNg obtenidos fueron evaluadas en el NanoDrop 2000 

inmediatamente después de su extracción y oscilaron entre 13.3 y 148 ng por µL (Tabla 

2). La segunda evaluación de las concentraciones del material genético fue realizada por 

ensayos de fluorescencia (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit) arrojando 

concentraciones de ADNg entre 9.54 y 54 ng por µL. Estos valores fueron empleados para 

preparar las librerías de secuenciación. 

Tabla 2. Concentración en ng por µL del ADNg de 51 aislados vagino-rectales de S. agalactiae. 

No. de 

secuencia 
Aislado Nanodrop 2000 

Qubit 2.0 

Fluorometer 

No. de 

secuencia 
Aislado Nanodrop 2000 

Qubit 2.0 

Fluorometer 

1 73 23.3 20.32 27 1486 38.8 37.20 

2 141 19.9 19.82 28 1495 28.9 28.50 

3 204 17.1 16.80 29 1500 27.9 27.60 

4 210 27.8 25.81 30 1503 48.3 44.30 

5 414 21.2 19.89 31 1514 18.4 18.70 

6 423 26.7 21.37 32 1546 37.5 32.00 

7 480 24.6 24.69 33 1571 51.3 33.60 

8 610 31.4 26.92 34 1574 105.2 40.60 

9 685 36.3 32.40 35 1582 29.3 28.70 

10 688 28.4 26.30 36 1600 56.6 54.00 

11 725 19.0 37.88 37 1673 31.3 30.40 

12 755 17.7 18.25 38 1718 33.2 30.30 

13 833 22.2 23.76 39 1720 55.6 47.20 

14 840 34.2 31.88 40 1754 46.5 49.20 

15 865 22.8 24.33 41 1756 55.4 41.60 

16 1038 17.8 19.43 42 1757 23.9 17.60 

17 1184 23.7 22.40 43 1781 25.8 24.20 

18 1186 39.7 25.20 44 1783 31.3 30.20 

19 1205 40.0 36.80 45 1808 26.1 23.40 

20 1207 13.3 9.54 46 1841 21.8 21.60 

21 1239 104.0 34.70 47 1872 20.7 17.60 

22 1249 42.0 36.70 48 1875 37.7 33.20 

23 1327 148 47.70 49 1884 22.0 21.90 

24 1356 37.1 34.40 50 1888 39.9 38.70 

25 1367 29.7 27.40 51 1890 29.0 28.00 

26 1430 57.5 40.90 
    

 

La integridad de cada ADNg obtenido de los 51 aislados de S. agalactiae fue determinada 

mediante una electroforesis (figura 7), donde se observan bandas definidas que permiten 

considerar una integridad óptima para la preparación de las librerías para secuenciación.  
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Agarosa 1% en solución TBE 1x y revelado con colorante GelRed (Biotium). 

Figura 7. Electroforesis para evaluación de la integridad del ADNg obtenido de 51 

aislados de S. agalactiae. 

 

7.3 Análisis bioinformático de las lecturas y generación de ensambles. 

En la Tabla 3 se muestran los resultados del análisis de calidad con Quast de los cóntigos 

(contigs) obtenidos, mostraron una gran variación entre genomas, presentando un mínimo 

de 9 y un máximo de 234 cóntigos por secuencia. Los porcentajes de GC fueron similares 

entre secuencias, oscilando entre 35.16 - 35.55%, así como, la cantidad de ARNt y de 

secuencias codificantes (CDS; coding sequences), que mantuvieron regularidad en la 

totalidad de las secuencias. Una de las características que presentó mayor variación, fue 

la longitud total del genoma, mostrando valores entre 1,992,505 - 2,442,122 pb, siendo 

los aislados 2, 3 y 15, los que mostraron valores más altos. Los metadatos generados 

fueron depositados en los repositorios BioProject (Insertar no. de proyecto) y BioSample 

Aislados S. agalactiae 
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(Insertar no. asignados). Ambas bases de datos se encuentran disponibles en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample 

respectivamente. 

Tabla 3. Características de calidad de los ensambles obtenidos a partir de las 51 librerías de 

ADNg de los aislados vagino-rectales de S. agalactiae. 

Aislado EGB % GC # contigs Contig más largo (bp) Longitud total (bp) N50 (bp) L50 ARNt CDSa 

1 35.33 29 397,867 2,072,788 122,277 4 50 2,103 

2 35.33 36 324,265 2,071,209 111,611 6 47 2,107 

3 35.36 219 97,078 2,442,122 47,310 18 51 2,759 

4 35.47 234 205,859 2,404,356 46,663 11 54 2,714 

5 35.43 46 193,382 2,071,163 83,577 8 48 2,089 

6 35.31 9 925,276 2,065,689 576,167 2 66 2,079 

7 35.22 19 371,587 2,031,498 219,275 4 52 2,057 

8 35.26 16 347,725 2,107,085 216,600 4 50 2,104 

9 35.42 28 621,675 2,129,320 198,914 4 46 2,175 

10 35.42 48 340,748 2,153,865 106,301 7 49 2,210 

11 35.46 33 283,896 2,049,130 112,974 7 49 2,063 

12 35.35 23 767,097 2,082,758 166,360 3 48 2,082 

13 35.34 20 375,581 2,135,908 338,512 3 50 2,162 

14 35.22 18 375,220 2,031,002 284,400 3 50 2,052 

15 35.29 141 161,991 2,349,574 58,894 13 64 2,531 

16 35.29 18 371,932 2,099,219 225,579 4 50 2,114 

17 35.30 15 658,331 2,084,635 289,032 3 46 2,107 

18 35.39 23 395,673 2,171,294 220,245 4 50 2,191 

19 35.33 26 442,957 2,088,008 107,033 6 45 2,094 

20 35.24 31 568,217 2,028,984 122,412 4 49 2,052 

21 35.38 13 831,450 2,027,737 274,129 2 53 2,025 

22 35.36 38 225,082 2,089,668 120,326 6 54 2,109 

23 35.32 19 682,101 2,056,572 190,969 3 52 2,075 

24 35.47 32 252,835 2,102,464 125,431 7 51 2,133 

25 35.44 21 468,585 2,163,849 169,745 4 45 2,203 

26 35.38 9 1,115,861 2,093,642 1,115,861 1 85 2,019 

27 35.38 16 656,197 2,082,960 221,072 3 47 2,019 

28 35.27 17 428,768 2,098,457 208,548 4 48 2,152 

29 35.54 12 728,626 2,156,797 370,974 2 47 2,184 

30 35.31 24 342,363 2,093,431 154,138 5 50 2,118 

31 35.31 22 373,140 2,082,890 188,409 4 47 2,017 

32 35.52 11 1,019,099 2,158,927 392,680 2 56 2,177 

33 35.27 20 444,003 2,062,841 284,240 3 47 2,094 

34 35.55 17 664,759 2,158,319 296,424 3 51 2,195 

35 35.17 11 756,442 2,035,797 471,663 2 53 2,055 

36 35.35 23 285,401 2,071,288 205,628 5 56 2,099 

37 35.29 27 284,102 1,992,505 134,518 5 50 2,002 

38 35.17 33 235,893 2,071,830 95,729 7 49 2,120 

39 35.21 15 497,722 2,030,931 370,555 3 45 2,046 

40 35.24 26 263,696 2,013,414 133,458 6 54 2,009 

41 35.24 27 412,651 2,012,945 131,705 5 52 2,013 

42 35.29 21 328,334 2,067,817 195,778 4 48 2,084 

43 35.17 25 388,762 2,031,466 139,432 4 51 2,036 

44 35.33 23 326,325 2,088,143 166,359 4 46 2,100 

45 35.52 21 324,671 2,185,400 221,617 4 50 2,214 

46 35.31 7 1,114,779 2,056,233 1,114,779 1 47 2,067 

47 35.16 32 284,191 2,071,560 96,000 7 49 2,116 

48 35.48 36 236,846 2,175,588 114,146 7 47 2,233 

49 35.30 9 806,310 2,055,310 556,039 2 50 2,063 

50 35.33 16 577,408 2,160,930 270,704 3 47 2,172 

51 35.25 12 843,957 2,038,346 391,271 2 46 2,051 

*CDS: secuencias codificantes. La calidad de los ensamblajes fue evaluada con el programa Quast (v 5.0.2; Gurevich A, et al. 

Bioinformatics 2013) y la anotación de los borradores de genomas fue realizada con Prokka (v1.12; Seemann T. Bioinformatics 2014). 
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7.4 Identificación y mapeo de genes del polisacárido capsular y factores de 

virulencia  

Los aislados con locus CPS, que codifica para el polisacárido capsular de ácido siálico, 

corresponden a los serotipos Ia, Ib, II, III, IV y V. La distribución del Locus CPS fue de; 

nueve aislados del serotipo Ia (17.64%), dos del serotipo Ib (3.92%), catorce del serotipo 

II (27.45%), siete del serotipo III (13.72%), diez del serotipo IV (19.60), cinco del serotipo 

V (9.80%), uno No Tipificable (1.96%) y 3 con Doble serotipo (5.88%), que se observan 

en la Tabla 4.  

Tabla 4. Comparación de la serotipificación de 51 aislados de EGB mediante aglutinación con 

látex y secuenciación. 

Serotipo identificado por 

aglutinación en látexa 

Serotipo identificado por secuenciación 

Ia Ib II III IV V VI VII VIII IX NT DS 

Ia 6    1      1  

Ib  2 2  1        

II   9  1        

III    7        2 

IV   1  7       1 

V      5       

VI             

VII             

VIII   1          

IX             

NT 3  1          

DS             

En color verde se muestra la cantidad de aislados cuya serotipificación concuerda por ambas técnicas. En rojo se indican los aislados con serotipos no 

concordantes por ambas técnicas. NT, no tipificables; DS, doble serotipo. aEmpleando StrepPRO™ Streptococcal Grouping Kit. (Hardy Diagnostics®. 

Santa Maria, CA, EUA). 

 

La serotipificación por aglutinación en látex obtuvo un porcentaje de efectividad de 

aislados totales del 70.58% (36 de 51) y un 76.59% contando solo los aislados que fueron 

tipificables (36 de 47) en comparación con la determinación genómica (Tabla 5). El 

aislado que presentó mayor cantidad de errores en la serotipificación por aglutinación en 

látex, fue el serotipo II, con 6 de 15 casos presentados, seguido del serotipo IV y Ia con 5 



31 

 

y 3 casos, respectivamente. Los serotipos III y V, presentaron una coincidencia del 100% 

mediante ambos métodos de serotipificación. 

Tabla 5.  Comparación de la serotipificación de cada aislado entre aglutinación en látex y 

secuenciación. 

No. de 

secuencia  

No. 

aislado  

Serotipificación 

por técnicas 
microbiológicas 

Serotipificación 

por 
secuenciación  

✓/ 
No. de 

secuencia  

No. 

aislado  

Serotipificación 

por técnicas 
microbiológicas 

Serotipificación 

por 
secuenciación  

✓/ 

1 73 IV IV ✓ 27 1486 NT II  

2 141 V V ✓ 28 1495 IV II  

3 204 III II/III  29 1500 NT Ia  

4 210 III III/IV  30 1503 Ib II  

5 414 V V ✓ 31 1514 II II ✓ 

6 423 Ia Ia ✓ 32 1546 NT Ia  

7 480 II II ✓ 33 1571 II II ✓ 

8 610 II II ✓ 34 1574 NT Ia  

9 685 II IV  35 1582 Ia Ia ✓ 

10 688 IV IV ✓ 36 1600 Ib IV  

11 725 III III ✓ 37 1673 III III ✓ 

12 755 IV IV ✓ 38 1718 III III ✓ 

13 833 II II ✓ 39 1720 Ib II  

14 840 II II ✓ 40 1754 III III ✓ 

15 865 IV II/IV  41 1756 III III ✓ 

16 1038 Ib Ib ✓ 42 1757 II II ✓ 

17 1184 II II ✓ 43 1781 Ia IV  

18 1186 II II ✓ 44 1783 IV IV ✓ 

19 1205 IV IV ✓ 45 1808 V V ✓ 

20 1207 Ib Ib ✓ 46 1841 Ia Ia ✓ 

21 1239 VIII II  47 1872 III III ✓ 

22 1249 IV IV ✓ 48 1875 III III ✓ 

23 1327 Ia Ia ✓ 49 1884 Ia Ia ✓ 

24 1356 V V ✓ 50 1888 Ia Ia ✓ 

25 1367 IV IV ✓ 51 1890 Ia NT  

26 1430 V V ✓      

Se tomaron como negativos o incorrectos, aquellos aislados no coincidentes, así como, los que presentaron doble serotipo. 

El mapeo de los genes que codifican para el polisacárido capsular de ácido siálico (figuras 

8 y 9) y los factores de virulencia ScpB, sodA, cspA, lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, 

srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb (figuras 10 y 11) en los 51 

aislados de S. agalactiae ha sido realizado mediante comparación de genomas por 

identidad con el generador de imágenes en anillos, BRIG. Cada anillo representa un 

aislado y se muestran segmentados en bloques que corresponden a cada uno de los factores 

evaluados, con el porcentaje de 22 identidad BLASTn señalado por medio de 

intensidad/continuidad de color (v 0.95; Alikhan, et al. BMC Genomics 2011). 
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Figura 8. Mapeo de los genes que codifican para el polisacárido capsular de ácido siálico en 26 

aislados (1 al 26) de S. agalactiae mediante alineamiento de secuencias con el programa BRIG. 

Se muestran las identidades BLASTn del 70, 90 y 100%. 
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Figura 9. Mapeo de los genes que codifican para el polisacárido capsular de ácido siálico en 25 

aislados (27 al 51) de S. agalactiae mediante alineamiento de secuencias con el programa BRIG. 

Se muestran las identidades BLASTn del 70, 90 y 100%. 
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Los factores de virulencia ScpB, sodA, cspA, lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, 

bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb identificados en los 51 aislados, se 

presentan en las tablas 6 y 7, clasificados según el tipo de función a realizar durante el 

proceso de patogénesis; evasión inmune, adherencia celular e invasión, resistencia a 

AMPs y toxinas formadoras de poro.  

Tabla 6. Factores de virulencia identificados en 26 aislados vagino-rectales de S. agalactiae 

(Aislados 1 al 26). 

Factores de 

virulenciaa 

Aislado EGB 
  

Referenciab 
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 

Evasión inmune                                             

       ScpB + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + U56908.1 

       sodA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + KU598928.1 

       cspA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + FJ752115.1 

Adherencia celular 

e invasión  
                            

       lmb + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AF062533.1 

       FbsA + - + + - + + - + + + + + + + + + + + + + + + - + + AJ437620.1 

       FbsB - - + + - + - - + + + + - - + - - - + - - + + - + + HQ267707.1 

       bca - - + + + + + - - + - + + + + + + + + + - + + + + + M97256.1 

       HvgA - - + + - - - - + + + + - - + - - - + - - + - - - - CP020432.2 

       srr-1 + + + - + + + + - - - - + + + + + + - + + - + + - + CP010867.1 

       srr-2 - + + + + - - - + + + + - - + - - - + - - + - - + - AY669067.1 

       bibA - + + + + - - - + + + + - - + - - - + - - + - - - - FJ801035.1 

Resistencia a AMPs                             

       Pili                             

          PI-1 + + + + + + + + - - + - - + + + + + - + + - + + - - EU929743.1 

          PI-2a + + + - + + + + - - - - + + + + + + - + - - + + - + EU929327.1 

          PI-2b - - + + - - - - + + + + - - + - - - + - + + - - + - EU929402.1 

      dltA-D + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AJ291784.1 

      ponA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AY069949.2 

Toxinas formadoras 

de poros 
                            

      CylE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AF093787.2 

       cfb + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + EF694027.1 

aClasificación obtenida de Rajagopal, L. (2009). Understanding the regulation of Group B Streptococcal virulence factors. Future Microbiology, 4(2), 

201–221.  

bGeneBank ID de las secuencias utilizadas como referencia para identificación de genes. 
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Tabla 7. Factores de virulencia identificados en 25 aislados vagino-rectales de S. agalactiae 

(Aislados del 27 al 51) 

Factores de 

virulenciaa 

Aislado EGB Referenciab 

27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51  

Evasión inmune                            

      ScpB + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + U56908.1 

      sodA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + KU598928.1 

      cspA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + FJ752115.1 

Adherencia celular 

e invasión  
                                                    

      lmb + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AF062533.1 

      FbsA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + AJ437620.1 

      FbsB - - + - - + - + + - + + - + + - + + - + + - + + + HQ267707.1 

      bca + + + + + + + + + - - - + - - + + + - + - - + + + M97256.1 

      HvgA - - - - - - - - - - + + - + + - + + - - + + + + + CP020432.2 

      srr-1 + + + + + + + + + + - - + - - + - - + + - + + + + CP010867.1 

      srr-2 - - - - - - - - - - + + - + + - + + - - + - - - - AY669067.1 

      bibA - - - - - - - - - - + + - + + - + + - - + - - - - FJ801035.1 

Resistencia a AMPs                            

      Pili                            

          PI-1 + + + + + + + + - + + + + + + + - - + + + + + + - EU929743.1 

          PI-2a + + + + + + + + + + - - + - - + - - + + - + + + + EU929327.1 

          PI-2b - - - - - - - - - - + + - + + - + + - - + - - - - EU929402.1 

      dltA-D + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AJ291784.1 

      ponA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AY069949.2 

Toxinas formadoras 

de poros 
                           

     CylE + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + AF093787.2 

      cfb + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + EF694027.1 

aClasificación obtenida de Rajagopal, L. (2009). Understanding the regulation of Group B Streptococcal virulence factors. Future Microbiology, 4(2), 

201–221.  

bGeneBank ID de las secuencias utilizadas como referencia para identificación de genes. 

Los locus, sodA y cspA, lmb, dltA-D y ponA, CylE y cfb fueron encontrados en la totalidad 

de los aislados, mientras que, el locus ScpB, en el 98.03 % de los casos (50/51), siendo 

los locus más prevalentes entre secuencias. En orden de frecuencia total encontrada 

(mayor a menor), de los factores relacionados a la adherencia celular e invasión, fue de; 

FbsA 90.19% (46 de 51), bca 72.54% (37 de 51), srr-1 70.58% (36 de 51), FbsB 54.90% 

(28 de 51), HvgA 39.21% (20 de 51), srr-2 37.25% (19 de 51) y bibA con un 35.29% (18 

de 51). Por otro lado, la aparición de los locus pertenecientes a la familia de islas Pili, fue 

de; PI-1 76.47% (39 de 51), PI-2a 68.62% (35 de 51), PI-2b 35.29% (18 de 51). Sin 

embargo, la mayoría de los aislados, 76.47% (39 de 51), presentaron al menos dos locus 

(PI-1, PI-2a, o PI-2b) simultáneamente en el genoma. Donde, las combinaciones 

presentaron las siguientes prevalencias; PI-1 + PI-2a, 56.86% (29 de 51), PI-1 + PI-2b, 

15.68% (8 de 51) y la triple aparición, PI-2a + PI-2a + PI-2b, con un 3.92% (2 de 51).  
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Figura 10. Mapeo de los genes que codifican para los factores de virulencia ScpB, sodA, cspA, 

lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb en 

26 aislados (1 al 26) de S. agalactiae mediante alineamiento de secuencias con el programa 

BRIG. Se muestran las identidades BLASTn del 70, 90 y 100%. 
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Figura 11. Mapeo de los genes que codifican para los factores de virulencia ScpB, sodA, cspA, 

lmb, FbsA, FbsB, bca, HvgA, srr-1, srr-2, bibA, PI-1, PI-2a, PI-2b, dltA-D, ponA, CylE y cfb en 

25 aislados (27 al 51) de S. agalactiae mediante alineamiento de secuencias con el programa 

BRIG. Se muestran las identidades BLASTn del 70, 90 y 100%. 
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7.5. Identificación de genes de resistencia a antibióticos. 

Se empleó la base de datos CARD (http://arpcard.mcmaster.ca; Jia, et al. Nucleic Acids 

Res 2017) para la búsqueda de los genes mreA, AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, IsaE, APH(3')-

IIIa, mprF, tetM, Tet (W/N/W), mefA, tet(45), qacJ, SAT-4 y ErmB con identidad perfecta 

e identidad estricta a genes reportados para resistencia a antibióticos en los 51 aislados de 

S. agalactiae obtenidos.  

Tabla 7. Genes de resistencia a antibióticos identificados en 51 aislados vagino-rectales de S. 

agalactiae. 

Aislado 

EGB 

Identidad perfectaa Identidad estrictab 

mreA 
AAC(6')-Ie-

APH(2'')-Ia 
IsaE 

APH(3')

-IIIa 
mprF tetM 

Tet 

(W/N/W) 
tet(45) qacJ SAT-4 ErmB 

1 + - - - + - - - - - - 

2 + - - - + - - - - - - 

3 + - - - - - + - - - - 

4 + + - - + + - - - - - 

5 + - - - + + - - - - - 

6 + - - - + - - - - - - 

7 + - - - + + - - - - - 

8 + - - - + + - - - - - 

9 + + - - + - - - - - - 

10 + + - - + - - - - - - 

11 + - - - + + - - - - - 

12 + + - - + - - - - - - 

13 + - - - + + - - - - - 

14 + - - - + + - - - - - 

15 + + - - + - + - - - - 

16 + - - - + + - - - - - 

17 + - - - + + - - - - - 

18 + - - - + + - - - - - 

19 + + - - + - - - - - - 

20 + - - - + + - - - - - 

21 + - - - + + - - - - - 

22 + + - - + - - - - - - 

23 + - - - + - - - - - - 

24 + - - - + + - - - - - 

25 + - - - + + - - - - - 

26 + - - - + + - - - - - 

27 + - - - + + - - - - - 

28 + - - - + + - - - - - 

29 + - - - + - - - - - - 

30 + - - - + + - - - - - 

31 + - - - + + - - - - - 

32 + - - - + - - - - - - 

33 + - - - + + - - - - - 

34 + - - - + - - - - - - 

35 + - - - + + - - - - - 

36 + - - - + - - - - - - 

37 + - - - + + - - - - - 

38 + - - - + + - - - - - 

39 + - - - + + - - - - - 

40 + - - - + + - + - - - 

41 + - - - + + - + - - - 

42 + - - - + + - - - - - 

43 + - - - + - - - - - - 

44 + - - - + - - - - - - 

45 + - - - + + - - - - - 

46 + - - - + - - - - - - 

47 + - - - + + - - - - - 

48 + + + + + + - - + + + 

49 + - - - + - - - - - - 

50 + - - - + - - - - - - 

51 + - - - + + - - - -   
aDetección realizada como vigilancia clínica encontrando coincidencias del 100%.  
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bDetección de variantes previamente reportadas en las que puede existir mutaciones encontrando genes probablemente funcionales. 

(http://arpcard.mcmaster.ca; Jia, et al. Nucleic Acids Res 2017). 

8. DISCUSIÓN 

Streptococcus agalactiae o Estreptococo del Grupo B (EGB), es la principal bacteria 

causante de infecciones invasivas en recién nacidos (sepsis neonatal y meningitis), debido 

a la transmisión vertical proveniente de la madre. Es responsable de dos a tres casos de 

meningitis, neumonía y septicemia por cada 1000 nacimientos registrados y una causa de 

mortalidad importante en adultos, principalmente en personas de edad avanzada y/o con 

comorbilidades (M. Farley, 2001; Schuchat, 1998). Se ha reportado en diversos estudios 

que la presencia de determinados factores de virulencia en el genoma de EGB, contribuyen 

a una mayor eficiencia en el proceso infectivo, facilitando la invasión, colonización y/o 

evasión de la respuesta inmune (Fischetti et al., 2000). El presente trabajo, es un estudio 

genómico comparativo en el que se llevó a cabo la identificación de los genes que 

codifican para el Polisacárido Capsular, y una posterior determinación molecular de los 

serotipos, así como la identificación de los factores de virulencia y de resistencia de 51 

aislados vaginales de mujeres embarazadas. Una de las características que presentó mayor 

variación en el análisis, fue la longitud total del genoma, mostrando una variación de 

22.56% entre las secuencias de menor y mayor tamaño, siendo 1,992,505 y 2,442,122 pb, 

respectivamente. En el año 2000, se realizó un estudio genómico comparativo donde se 

estimó que la variación intra-especies del tamaño de genoma bacteriano, puede ser incluso 

mayor al 20% (Lan & Reeves, 2000). Esta información nos permite confirmar que los 

resultados son coincidentes con algunos estudios previamente publicados. Los porcentajes 

de GC obtenidos fueron similares entre secuencias, oscilando entre 35.16 - 35.55%, así 

como, la cantidad de ARNt y de secuencias codificantes (CDS; coding sequences), que 

mantuvieron regularidad en la totalidad de las secuencias. Con respecto a los cóntigos 

encontrados, la variación fue mayor, pues obtuvimos valores en un rango de 9 a 234, sin 

embargo, solo 3 aislados mostraron una cantidad de cóntigos mayor al resto, siendo los 

aislados 3, 4 y 15 con 219, 234 y 141 cóntigos, respectivamente y el resto, un promedio 

de 22 cóntigos por secuencia, número dentro de los rangos establecidos como óptimos 

(Huptas et al., 2016). Estos resultados, indican que la totalidad de nuestros aislados, se 

secuenció de manera correcta. 
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La identificación de factores de virulencia y genes de resistencia, por medio de análisis 

bioinformáticas, han demostrado ser significativamente mejores en comparación con las 

técnicas microbiológicas estándares (Kong et al., 2002), debido a esto, utilizando la 

secuenciación, obtuvimos toda la información posible sobre el genoma de los 51 aislados 

de Streptococcus agalactiae.  

El Polisacárido capsular es el principal factor de virulencia relacionado a la infección, 

permitiendo la invasión y facilitando la evasión del sistema inmune del hospedero. El 

método más común utilizado para la serotipificación es la aglutinación en látex basado 

con anticuerpos policlonales específicos para los 10 serotipos reconocidos actualmente. 

Sin embargo, este método serológico tiene una gran cantidad de limitaciones, 

principalmente, el no poder determinar un serotipo cuando se cuenta con una baja 

expresión del polisacárido capsular (Afshar et al., 2011). La serotipificación por 

aglutinación en látex obtuvo un porcentaje de efectividad del 70.58% (36 de 51 aislados 

totales) en comparación con la serotipificación por secuenciación, esto indica, que cerca 

del 30% de los aislados analizados, habían sido erróneamente determinados con un 

serotipo diferente. Esta determinación puede llegar a tener consecuencias graves, ya que, 

algunos serotipos (por ejemplo, serotipo III), cuentan con una virulencia mayor en 

comparación al resto, y un mal diagnóstico, puede costar la vida de la persona infectada.  

Un estudio publicado en 2013, utilizó la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para 

determinar el serotipo de 312 aislados de Streptococcus agalactiae, de los cuales, solo 237 

habían sido tipificados con éxito mediante aglutinación en látex (75 habían sido 

catalogados como No Tipificables). Dentro de los aislados que pudieron ser tipificables, 

se obtuvo un 94% de coincidencia, mientras que en nuestro estudio el porcentaje de 

coincidencia de los aislados que fueron tipificables por aglutinación en látex, fue del 

76.59% (Yao et al., 2013). Tomando en cuenta como tipificación errónea, también 

aquellos aislados que no pudieron ser tipificados por aglutinación en látex, en ambos 

estudios, los porcentajes de coincidencia bajan a 62% y 70.58%, respectivamente. En 

nuestro estudio, el aislado que presentó mayor cantidad de errores en la serotipificación 

por aglutinación en látex, fue el serotipo II, con 6 de los 15 casos presentados, seguido del 

serotipo IV y Ia con 5 y 3 casos, respectivamente, mientras que los serotipos III y V, 

presentaron una coincidencia del 100% mediante ambos métodos de serotipificación. Esto 
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puede ser por una diferencia en la expresión de los polisacáridos capsulares dependiendo 

del serotipo, siendo mayor en los serotipos III y V, que, según la literatura, son los 

serotipos más frecuentemente asociados a infecciones invasivas en adultos y neonatos, 

por sus factores de virulencia y su asociación a resistencia a macrólidos (Laczeski et al., 

2014). Por otro lado, aquellos serotipos No tipificables por aglutinación en látex, 

aparentemente no expresan antígenos de polisacáridos capsulares que puedan ser 

reconocidos por antisueros. Estos aislados tenían mutaciones en uno o dos sitios, dentro 

de la región cps estudiada, que alteraron las secuencias de aminoácidos, afectando la 

producción de polisacáridos o la antigenicidad. 

Durante las últimas ocho décadas, se han realizado estudios basados en los antígenos del 

CPS para determinar la distribución de los serotipos por región geográfica, obteniendo 

resultados contrastantes debido a diferentes factores, incluyendo la región geográfica, el 

perfil de la población y la diferencia en el nivel de desarrollo de cada país. En Estados 

Unidos y Europa (países desarrollados), los serotipos más frecuentes son el Ia, II, III y V, 

siendo el III y V los predominantes, mientras que los serotipos de VI al IX, son descritos 

en raras ocasiones (Dogan et al., 2005; Gherardi et al., 2007). Un meta-análisis que incluye 

38 artículos publicados entre 1980 y 2011 (Fueron originalmente 2709 artículos, pero la 

mayoría fueron excluidos por falta de datos o cumplimiento de los criterios de inclusión), 

muestra una recopilación global de 8718 aislados, donde, más del 50% de todos los casos, 

pertenecen al serotipo III, seguido por los serotipos Ia, Ib, II y V, respectivamente. Del 

total de estudios utilizados, 33 correspondían a países desarrollados, mientras que, cinco 

a países medianamente-desarrollados (Sudáfrica, Nigeria, Marruecos, Rumania y 

Argentina), donde la distribución serotípica parecía ser similar al resto de las regiones 

apoyadas por la Organización Mundial de la Salud (K. M. Edmond et al., 2012). En el 

presente trabajo, los aislados con locus CPS identificados, corresponden a los serotipos 

Ia, Ib, II, III, IV y V, con la siguiente proporción (mayor a menor); 27.45% al serotipo II, 

19.60% al serotipo IV, 17.64% al serotipo Ia, 13.72% al serotipo III, 9.80% al serotipo V, 

3.92% al serotipo Ib, 5.88% con Doble serotipo y 1.96% No Tipificable.  

En México se han realizado estudios donde se ha observado una prevalencia dominante 

del serotipo I y una creciente participación del serotipo III (G. Palacios et al., 2017), sin 
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embargo, no se especifica, si el serotipo I al que se hace referencia, pertenece al serotipo 

Ia o Ib, esto dificulta los análisis y puede alterar los resultados. Una de las principales 

razones, por las que puede existir esta diferencia, es por el gran margen de error que 

presentan las técnicas de serotipificación utilizadas. De igual manera, la baja cantidad de 

estudios publicados en el país, y en países con un desarrollo parecido al nuestro, dificulta 

la comparativa de las prevalencias serotípicas de Streptococcus agalactiae. 

La prevalencia del serotipo IV, como segundo factor más presente en nuestro estudio, 

podría relacionarse con el cambio capsular del serotipo III al serotipo IV o V, debido, 

probablemente, a una presión inmunitaria selectiva (Florindo et al., 2014). Este hecho es 

relevante, debido a que, en la mayoría de los estudios se ha observado en regiones del 

mediterráneo y raramente ha sido reportado en América. No obstante, estudios publicados 

recientemente, muestran un incremento considerable en la aparición de casos relacionados 

a este serotipo, principalmente en Estados Unidos y Canadá, en el que se le menciona 

como un patógeno emergente de cuidado (Diedrick et al., 2010; Teatero et al., 2015).  

Hasta el momento no existen reportes de aislados de Streptococcus agalactiae que 

presenten más de un serotipo, sin embargo, en nuestro estudio encontramos tres que 

comparten dos serotipos distintos; aislados 3, 4 y 15, presentando los locus, II/III, III/IV 

y II/IV, respectivamente. Coincidentemente, estas tres secuencias son las que cuentan con 

los genomas más grandes. La explicación más lógica, es que la paciente se encontraba con 

una doble colonización por dos distintos serotipos de EGB, y al momento de la 

purificación en placa, no se observó una diferencia en la morfología de las colonias por 

ser una bacteria de la misma especie. No obstante, la posibilidad de que el aislado presente 

un doble serotipo por la presencia de ambos Locus CPS, es real. Esta posibilidad, tendría 

problemas más complejos en comparación con la primera planteada, pues la 

serotipificación por aglutinación en látex perdería especificidad y deberá buscarse un 

método más eficaz y menos complejo para la serotificación. 

La virulencia de Streptococcus agalactiae depende de la resistencia que presente frente a 

la inmunidad del huésped. Para ello, EGB posee el factor de virulencia ScpB, que codifica 

la C5a peptidasa y facilita la evasión inmune mediante la adherencia e inactivación del 

complemento humano C5a. Este factor, representado por el locus ScpB, fue encontrado 
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en el 98.03% de los casos (50/51), resultados  coincidentes a estudio con un total de 41 

aislados realizado en Irán, donde se encontró una prevalencia del 97.6% (Beigverdi et al., 

2014). De igual manera, EGB cuenta con los factores de virulencia sodA, una superóxido 

dismutasa cofactorizada con Mn+, y cspA, una serín proteasa asociada a la superficie 

celular, que desempeñan un papel determinante en la patogenia. Estos factores mostraron 

una prevalencia en la totalidad de los aislados, coincidente con los presentados en varios 

estudios, siendo el más reciente, uno publicado con un total de 68 asilados, obteniendo 

una presencia del 100% (Zastempowska et al., 2022). Debido a la prevalencia encontrada 

en la totalidad de los aislados por diversos estudios, han sido utilizados como referencia 

para identificación de S. agalactiae, por técnicas moleculares como PCR y secuenciación, 

al igual que en nuestro estudio.  

Los factores de virulencia relacionados a la adherencia celular e invasión, juegan un papel 

determinante en la patogénesis, sin embargo, a diferencia de los que se encuentran 

relacionados a la evasión inmune, estos factores muestran porcentajes de prevalencia 

variables dependiendo el tipo de serotipo. Los factores lmb, FbsA y bca mostraron 

prevalencias del 100, 90.19 y 72.54%, respectivamente. Estos resultados coinciden con 

los presentados por un estudio realizado en Argentina, donde se observó una presencia del 

87.94, 100 y 88.60%, respectivamente, en la totalidad de los 316 aislados analizados con 

una variación de entre 10 y 16%. La coincidencia en la prevalencia del gen lmb, en más 

del 85% de los aislados analizados en estos y otros estudios, coincide con la afirmación 

de que se encuentra en la mayoría de los aislados humanos (Spellerberg et al., 2010).  

Por otro lado, el factor FbsB, mostró una variación de más del 45%, entre nuestro estudio 

y el publicado por Bobadilla y colaboradores, presentando porcentajes de prevalencia del 

54.90% y 100%, respectivamente. Al realizar una comparativa entre serotipos, pudimos 

observar que el porcentaje de prevalencia disminuye notablemente debido al serotipo II, 

ya que, no presenta el locus FbsB en ninguno de los aislados (0 de 14), no obstante, en el 

estudio de Bobadilla y colaboradores, se encuentra presente en el 100% de los aislados de 

este serotipo (Bobadilla et al., 2021). Estas variaciones en la presencia del locus FbsB 

dentro del serotipo II, indican una diferencia del 100% entre ambos estudios, algo poco 

observado, pues la presencia de ciertos factores de virulencia generalmente se encuentra 
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directamente relacionada al serotipo del aislado. Se sugiere realizar más estudios sobre 

este factor y la presencia en este serotipo. 

El factor HvgA, codificante para la proteína adhesina hipervirulenta que media la 

colonización intestinal neonatal por EGB y el cruce de las barreras intestinal y 

hematoencefálica (Tazi et al., 2010), fue encontrado en el 39.21% de los aislados, con una 

prevalencia específica del 41.17% en los serotipos III y IV (7 de 17 en cada caso). De 

acuerdo a la literatura consultada, estos resultados difieren con los reportados por varios 

grupos de investigación alrededor del mundo. Un estudio realizado en Canadá, muestra 

una prevalencia del 25.6% en un total de 1683 aislados y una seroprevalencia específica 

del 74.4 y 11.6% para los serotipos III y IV, respectivamente (Areej Alhhazmi, 2018). En 

contraste, un estudio realizado en Serbia, reportó una prevalencia del 7.2% en un total de 

432 aislados y una seroprevalencia específica del 93.5 y 6.5% para los serotipos III y IV, 

respectivamente, en un total de 31 aislados positivos para este factor (Gajic et al., 2019). 

Comparando los porcentajes de prevalencia de la totalidad de los aislados, observamos 

que el serotipo III presenta predominantemente el factor HvgA. Sin embargo, los 

porcentajes de prevalencia seroespecífica de aparición de este factor, no concuerdan con 

nuestros hallazgos.   

Uno de los mecanismos que posee EGB para facilitar el proceso de infección y 

colonización, es la producción de glicoproteínas de repetición rica en serina (SRR), que 

contienen un motivo de anclaje a la pared celular, y son reconocidas por sortasas 

específicas para la correcta escisión y anclaje a la membrana (Sheen et al., 2011). Se ha 

demostrado que las cepas de EGB portan uno de dos alelos del gen Srr, denominados Srr-

1 y Ssr-2, que son similares en arquitectura, pero con una homología menor al 20% de 

identidad (Seifert et al., 2006). Los factores Srr-1 y Srr-2, mostraron prevalencias del 

70.58 y 37.25%, respectivamente de manera individual y del 7.84% con doble aparición 

en un mismo aislado. 

El factor de virulencia Srr-1, que codifica para la proteína del mismo nombre, interactúa 

con una proteína de 62 kDa en la saliva humana y desempeñan un papel importante en la 

unión bacteriana a la célula K4 humana, implicado en la adherencia a las células epiteliales 

HEp-2 (U. Samen et al., 2007). Así mismo, se ha observado que juega un papel importante 
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en el cruce de la barrera hematoencefálica y en el desarrollo de la meningitis 

estreptocócica (Sorge et al., 2009). El factor Srr-1, se encontró en la mayoría de los 

aislados, mostrando una prevalencia del 70.58% (36 de 51 aislados), lo cual coincide con 

lo establecido en la literatura al ser la proteína rica en serina más común en la superficie 

celular de EGB. Por otro lado, el factor de virulencia Srr-2, relacionado a una 

hipervirulencia y que ha sido reportado aparentemente de manera restringida al serotipo 

III, tipo de secuencia multilocus (ST) 17 (Seifert et al., 2006), mostró una prevalencia del 

37.25% (19 de 51 aislados), presentándose en los Serotipos III, IV y V. Esto podría ser un 

punto más a favor de la teoría de un cambio capsular del serotipo III al serotipo IV o V, 

debido, a una presión inmunitaria selectiva. Con respecto a la doble aparición de los locus 

Srr-1 y Srr-2 en un mismo aislado, se observa que dos de ellos pertenecen al serotipo V y 

dos a un aislado con doble serotipo. No existen reportes de una doble aparición, ya que se 

menciona reiteradamente, que se expresa uno u otro gen, no ambos (Seo et al., 2013).  

BibA, es un nuevo factor de virulencia de EGB que se ha relacionado con la colonización 

bacteriana y codifica una proteína multifuncional con resistencia a la eliminación de 

fagocitos y capacidades de adhesión. Este factor mostró una prevalencia del 35.29% (18 

de 51 aislados) que no coincide con los presentados por diversos estudios a nivel mundial. 

Santi y colaboradores, presentaron dos estudios realizados en Italia, en los que reportan 

un prevalencia del 100% con 24 y 72 aislados en cada estudio, y proponen a BibA como 

blanco candidato para el desarrollo de una vacuna (Santi et al., 2007, 2009). Sin embargo, 

un estudio más reciente, realizado en Egipto e Irán, muestra una prevalencia del 53.48% 

en un total de 43 aislados analizados (Ali Hamad et al., 2021). Es importante mencionar 

que, al realizar un análisis específico de prevalencia por serotipo en nuestro estudio, se 

observa que los únicos serotipos que presentan el factor BibA, son los serotipos III, IV y 

V. El estudio de Ali y colaboradores, no presenta especificaciones de serotipos e 

imposibilita una comparativa desde esta perspectiva. Un factor importante de variación 

que podría afectar en la presencia o ausencia de este factor en los aislados de los diferentes 

estudios, es el área geográfica en la que fue realizado en estudio. 

Estudios recientes han demostrado que EGB presenta un pequeño organelo de superficie 

que media la resistencia a AMPs y facilita la adherencia del patógeno a las células 
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huésped. Este organelo, conocido como Pili, es codificado por dos locis conocidos como 

islas de Pili 1 y 2 (PI-1 y PI-2), con dos variantes de la isla de Pili 2, (PI-2a y PI-2b). 

Según diversos estudios, al menos una isla de Pili, ha sido encontrada en todos los 

serotipos humanos reportados. En nuestro estudio encontramos las siguientes prevalencias 

de los locus pertenecientes a la familia de islas Pili; PI-1 presente en 39 aislados (76.47%), 

PI-2a en 35 (68.62%) y PI-2b en 18 (35.29%). Sin embargo, 39 de los 51 aislados 

(76.47%), presentaron al menos dos locus (PI-1, PI-2a, o PI-2b) simultáneamente en el 

genoma. Las combinaciones presentaron las siguientes prevalencias; PI-1 + PI-2a, 56.86% 

(29 de 51), PI-1 + PI-2b, 15.68% (8 de 51) y la triple aparición, PI-2a + PI-2a + PI-2b, 

con un 3.92% (2 de 51). 

Estos resultados coinciden con los reportados en la literatura, donde se menciona que, la 

mayoría de los aislados, presentan al menos dos locus simultáneamente en el genoma 

(Rosini et al., 2006b). Un estudio realizado por Martins y colaboradores, encontró las 

siguientes prevalencias con respecto a la presencia de cada factor en 898 aislados 

analizados; PI-1 presente en 624 aislados (70%), PI-2a en 707 (79%) y PI-2b en 191 

(21%). La presencia determinada de un factor en combinación y en solitario de mayor a 

menor fue de; PI-1 + PI-2a en 440 aislados (49%), PI-2a solo en 294 aislados (30%), PI-

1 + PI-2b en 189 (21%) y PI-2b solo en 5 (0.6%). Los resultados encontrados en ese 

estudio, les permitió considerar este factor como  blanco objetivo para el desarrollo de una 

vacuna (E Martins et al., 2013). Resultados similares, fueron encontrados por McGee y 

colaboradores. Los tipos de pilis identificados con mayor frecuencia, fue la combinación 

de PI-1 + PI-2a (58,3 %), seguido de PI-2a solo (30,8 %), PI-1 + PI -2b (7,4 %), PI-2b 

(3,2 %) y PI-1 (0,3 %) en una población de 6340 aislados (McGee et al., 2021). Estos 

resultados son coincidentes con los obtenidos en nuestra investigación. 

Analizando la presencia de la isla de Pili PI-2b, tanto en solitario como en combinación, 

observamos que de los 18 aislados en los que se encontró, correspondientes al 35.29% del 

total de los aislados, en el 94% de los casos (17 de 18), los serotipos corresponden al 

serotipo III o IV. Estos resultados podrían indicar una relación directa entre la presencia 

de este factor y la virulencia del serotipo, pues se ha observado, que el serotipo III, es el 

que mayor número de casos de complicaciones clínicas ha presentado y el serotipo IV, 
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puede ser una seroconversión del tipo III por presión selectiva, como se ha mencionado 

anteriormente.  

En el 3.92% de los casos encontrados (2 aislados) se encontró una presencia de los 3 locus 

dentro de un mismo aislado. Esto difiere totalmente con la literatura consultada, pues no 

existen reportes al momento de la presencia de más de 2 islas de Pili en un solo aislado 

(Alvim et al., 2019; E. Lin et al., 2021; Otaguiri et al., 2013). Es importante aclarar que 

estos dos aislados mencionados, son aquellos que presentan dos serotipos distintos 

(combinación II/III y II/IV). Se ha observado que los serotipos II presentan 

predominantemente las islas de pili PI-1 + PI-2a, mientras que los serotipos III y IV, 

presentan en su mayoría la isla PI-2b, por lo que, una presencia doble, provocada por una 

deficiente purificación de los aislados, podría alterar negativamente los resultados. Sin 

embargo, si la presencia de una presencia de doble serotipo aunada a una triple presencia 

de las tres islas de pili, se confirma, podríamos contar con un hecho sin precedentes en el 

estudio epidemiológico de Streptococcus agalactiae.   

El factor dtla-D, que pertenece a un operón que comprende cuatro genes (dltA, dltB, dltC 

y dltD), se ha asociado con la biogénesis de la pared celular y se encuentra presente en 

todos los genomas de bacterias de bajo porcentaje de GC determinados hasta ahora (C. 

Guo et al., 2014). Esta afirmación coincide con nuestros resultados al estar presente en el 

100% de los aislados analizados.  

Relacionado de igual manera a la resistencia, ponA, es un factor que codifica una proteína 

extra-citoplasmática de unión a penicilina (PBP1a), un rasgo de virulencia recientemente 

identificado para EGB que promueve la resistencia a la destrucción fagocítica 

independiente del polisacárido capsular (Jones et al., 2003). Este factor ha sido 

identificado en el 100% de los aislados, resultado que coincide con los encontrados por 

Jiang y colaboradores al reportar una presencia del 100% en todos los aislados analizados 

(H. Jiang et al., 2016). En este estudio se analizaron un total de 87 aislados proveniente 

de adultos mayores no embarazados. 

El factor de virulencia CylE, que codifica para la β-H/C, una toxina pluripotente asociada 

a superficie que promueve la invasión de EGB a través de barreras celulares de células, 

fue encontrado en la totalidad de los aislados analizados. Esto coincide con lo reportado 
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por la literatura, ya que, como se menciona Armistead y colaboradores, la presencia y 

expresión del operón cyl es necesaria para la hemólisis y pigmentación, siendo la actividad 

hemolítica, un factor clave en la colonización y patogénesis de EGB (Armistead et al., 

2020). Un estudio realizado por Guo y colaboradores encontró una prevalencia del 100% 

en un total de 91 aislados analizados (H. Guo et al., 2019). Estos resultados, coinciden con 

los encontrados en nuestro estudio. Interesantemente, existen reportes, en muestras de 

EGB de origen bovino (56 aislados totales) y de Tilapia (124 aislados totales), que 

muestran la misma prevalencia reportada en aislados de humano (Hernandez et al., 2021; 

Kannika et al., 2017), lo que sugiere una prevalencia absoluta, independientemente del 

origen del aislado. 

El factor cfb, principal gen codificante para el factor CAMP, considerado como 

“universal” en las cepas de EGB, se usa generalmente para distinguir EGB de otro tipo de 

estreptococos, ya que, teóricamente, se encuentra en todos los aislados de EGB y se puede 

identificar mediante un ensayo de PCR (Ke et al., 2000). Este factor fue encontrado en el 

100% de los aislados analizados en nuestro estudio. De manera similar, un estudio 

realizado por Abbas, mostró una prevalencia del 97.8% (45 de 46 aislados totales), para 

este factor, sin embargo, comenta que el sistema de detección utilizado (PCR), tiene 

muchos factores que podrían afectar el resultado, como la extracción óptima y la cantidad 

y pureza de ADN, haciendo referencia al aislado presentado como negativo a la presencia 

del gen cfb (Abbas, 2020).  

No obstante, un estudio realizado por Cheng y colaboradores, reportó una prevalencia del 

91.7% en un total 72 aislados analizados (Z. Cheng et al., 2020). Al observar resultados 

similares, Tickler y colaboradores, decidieron realizar secuenciación de genoma completo 

de 15 aislados específicamente seleccionados y descubrieron cuatro tipos de deleciones 

cromosómicas, que van desde 181 pb a los 49 kb. Algunas de las deleciones observadas 

fueron lo suficientemente grandes como para incluir el gen cfb completo, lo que resultó 

en aislados de EGB negativos para CAMP por pruebas microbiológicas y de detección 

molecular estándares (Tickler et al., 2018). Grandes eventos de recombinación, 

impulsados por presiones selectivas, se han descrito como importantes impulsores 

evolutivos de la diversidad de EGB (Cunha et al., 2015).  
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Debido a los resultados encontrados por distintos estudios, se ha observado que una 

limitación de las pruebas de diagnóstico molecular es la falla en la detección de los 

organismos objetivo debido a cambios o deleciones de nucleótidos en las regiones de 

unión del primer o la sonda (Yang & Rothman, 2004).  

Los genes de resistencia a antibióticos encontrados se dividieron en dos grupos 

principales; la búsqueda de genes perfectos, que sirve para vigilancia clínica por su 

precisión con una identidad del 100%; y la búsqueda de genes estrictos, que permite 

detectar mutaciones que generen variaciones funcionales.  

El gen mreA, resistente a macrólidos y clindamicina por eflujo activo que codifica una 

proteína con actividad de flavoquinasa y es responsable de una resistencia de amplio 

espectro a una variedad de compuestos, se ha demostrado que está presente en todos los 

aislados de EGB (Clarebout et al., 2001). De manera coincidente, este factor se presentó 

en el 100% de los aislados analizados en nuestro estudio con una identidad perfecta, 

confirmando que se encuentra en todos los aislados de EGB. 

La resistencia de alto nivel a la gentamicina (HLGR, por sus siglas en inglés), presentada 

por el factor de virulencia AAC(6')-Ie-APH(2'')-Ia, se encuentra comúnmente en 

Enterococcus spp., sin embargo, en EGB, se ha reportado de manera mucho menos 

frecuente (Buu-Hoi et al., 1990; Liddy & Holliman, 2002). El bajo número de reportes 

puede verse influido a que los diagnósticos de laboratorio no suelen hacer exámenes 

rutinarios de detección para este gen y, por ende, su prevalencia y mecanismo de acción 

son poco conocidos. En nuestro estudio, encontramos una prevalencia del 15.68% (8 de 

51 totales), con identidad perfecta, datos contrastantes con los obtenidos por Sendi y 

colaboradores, donde encontraron una prevalencia del 0.17% en un análisis con 1,128 

aislados totales (Sendi et al., 2016). Estos resultados, denotan una creciente resistencia a 

antibióticos en los últimos 10 años. 

El factor APH(3')-IIIa, un gen de resistencia de alto nivel a aminoglicósidos y el gen IsaE, 

que codifica para la resistencia a pleuromutilina, un antibiótico que inhibe la síntesis de 

proteínas en las bacterias al unirse al componente de peptidil transferasa de la subunidad 

50S de los ribosomas (Maffioli, 2013), se encontraron de manera perfecta con una 

prevalencia del 1.96%, es decir, solo un aislado. APH(3')-IIIa, ha sido reportado con una 
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prevalencia del 0.98%, 2 de 218 aislados analizados (Elisabete Martins et al., 2017), 

mientras que el factor IsaE, solo ha sido reportado, acorde a nuestra búsqueda, en 

Streptococcus suis (Bamphensin et al., 2021).  

Los factores de resistencia con identidad perfecta se presentaron con la siguiente 

prevalencia:  mprF 98.04%, tetM 60.78%, Tet (W/N/M) 3.92%, mefA 3.92%, tet (45) 

3.92%, qacJ 1.96%, SAT-4 1.96% y ErmB 1.96%. Un estudio realizado por Zhou y 

colaboradores, reportó que, de un total de 238 aislados analizados, el 100% fueron 

susceptibles a la ampicilina y la penicilina, mientras se determinó un aumento 

considerable en la prevalencia de varios genes de resistencia, como mprF con un 100% y 

tetM, con un 71% en los genomas de EGB (Zhou et al., 2022), resultados coincidentes 

con los encontrados en nuestra investigación. Por otro lado, un estudio realizado por 

Nabavinia y colaboradores, encontró una prevalencia de tetM 93% y mefA 0% (Nabavinia 

et al., 2020), prevalencias que difiere con nuestros resultados. Uno de los principales 

probables factores para esta diferencia es el lugar geográfico en el cual fueron realizados 

los análisis.   

Con respecto a los factores de resistencia qacJ, SAT-4 y ErmB, encontrados con identidad 

estricta en el aislado 48, han sido reportados comúnmente en cepas de Staphylococcus 

spp. y Enterococcus spp (Correa et al., 2008; Ignak et al., 2017) y recientemente, se les ha 

relacionado con la cepa CC12 de Streptococcus agalactiae, causante de una infección del 

torrente sanguíneo con una mortalidad significativamente mayor a las cepas NO-CC12 (J. 

Liu et al., 2021). A nuestro conocimiento, el gen qacJ, no ha sido reportado de cepas 

humanas por ningún estudio publicado al momento. Es importante destacar que el aislado 

48, serotipo III, presentó 9 de los 12 factores de resistencia analizados, mostrando un 

panorama, preocupante con el creciente aumento en casos de cepas multidrogorresistente.  
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9. CONCLUSIONES 

• De acuerdo al análisis del locus CPS en los 51 aislados, el serotipo II fue el 

mayormente identificado con una prevalencia de 27.45%. La distribución de 

serotipos fue de la siguiente manera: Ia, 9 (17.64%); Ib, 2 (3.92%); II, 14 (27.45%); 

III, 7 (13.72%); IV, 10 (19.60); V, 5 (9.80%); No Tipificable, 1 (1.96%) y doble 

serotipo, 3 (5.88%). No se identificaron los serotipos VI, VII, VIII y IX. 

• Los factores de virulencia, sodA, cspA, lmb, dltA-D, ponA, CylE y cfb fueron 

encontrados en la totalidad de los aislados. El resto de los factores se distribuyeron 

de la siguiente manera: ScpB, 98.03% de los casos; FbsA 90.19%; PI-1 76.47%; 

bca 72.54%; srr-1 70.58%; PI-2a 68.62%; FbsB 54.90%; HvgA 39.21%; srr-2 

37.25%; PI-2b 35.29% y bibA 35.29%. 

• A los aislados 3 y 15 se les identificó por análisis de secuencia doble serotipo y se 

encontraron todos de los factores de virulencia. 

• Los aislados que se identificaron con serotipo III y IV fueron los que presentaron 

la mayor cantidad (83.3%) de los factores de virulencia. 

• Con respecto a la identificación de genes de resistencia a antibióticos, el 100% de 

los aislados presentó el gen mreA, mientras que, el gen mprF estuvo presente en 

98%. 

• Un aislado (No. 48) presentó los genes de resistencia IsaE, qacJ, SAT-4 y ErmB, 

cuyos reportes en aislados S. agalactiae de seres humanos son escasos, pero son 

comúnmente encontrados en aislados de animales.  
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