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ABREVIATURAS

a: acido

ADN: Acido desoxirribonucleico

CDC: Centers for Diseases Control and Prevention

dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfato

FDA: Food and Drug Administration

FRET: “fluorescence resonance energy transfer”

HUVN: Hospital Universitario Virgen de las Nieves

ICqs: intervalo de confianza del 95%

IgG: inmunoglobulina G

IM: intramuscular

ITU: Infeccion del Tracto Urinario

IV: intravenoso

K: indice kappa de concordancia

LCR: liquido cefaloraquideo

LR: razén de probabilidad (del inglés “likelihood ratio”)

MLST: tipificacion de secuencias multiloci (del ingésinglés: Multilocus segcuence
typing)

MU millones de unidades

PAI: profilaxis antibidtica intraparto

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del Inglésinglés: Polimerase Chain
Reaction)

PCR-TR: PCR en tiempo real

PFGE: electroforesis en campo pulsatil

RN/RNSs: recién nacido/recién nacidos

rpm: revoluciones por minuto

RPM: rotura previa de membranas

SDZ: sulfadiazina

SEGO: Sociedad Espafiola de Obstetricia y Ginecologia

SEIMC: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
SEMFyC: Sociedad Espafiola de Medicina Familiar y Comunitaria
SEQ: Sociedad Espafiola de Quimioterapia

SGB: Estreptococo de grupo B (Streptococcus agalactiae)

TM: Temperatura de fusion (melting)

TMP-SXT: trimetoprim-sulfametoxazol
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1.1. Generalidades

Streptococcus agalactiae es un coco gram positivo, catalasa y oxidasa
negativo y anaerobio facultativo perteneciente al grupo B de la clasificacion de
Lancefield, por lo que también es denominado Streptococcus grupo B o SGB.
Comparte caracteristicas generales con el resto de Streptococcus spp (Kasper
y Baker, 1979; Wagner y cols., 1980). Crece en numerosos medios de cultivo
dando lugar en agar sangre a colonias de 3 a 4 mm de diametro, grisaceas,
lisas y de bordes enteros. Las colonias mucosas se rodean de una zona de [3-
hemodlisis que para algunas cepas es detectable s6lo cuando se retira la colonia
del agar (Edwards y Baker, 2010). Aproximadamente un 2-3% de las cepas son

no hemoliticas (Brimil y cols, 2006; Edwards y Baker, 2010).

La prueba CAMP descrita por Christie, Atkins y Munich-Petersen en
1944 permite la identificacion presuntiva de SGB (Christie y cols., 1944). Esta
prueba no es especifica, ya que el factor CAMP pueden producirlo cepas de los
grupos C, F y G (MacFaddin, 1980). El factor CAMP es una proteina
extracelular termoestable que aumenta la actividad hemolitica de la B-
hemolisina (esfingomielinasa C) de Staphylococcus aureus frente a hematies
de carnero. Aproximadamente un 5% de las cepas SGB son CAMP negativas,
aungue las cepas no hemoliticas dan la prueba CAMP positiva (Ferrieri, 1985;
Henrichsen, 1985).

Otro criterio de identificacion presuntiva es la resistencia a trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SXT). SGB es capaz de utilizar timidina presente en los
medios de cultivo, anulando el bloqueo de la via del acido folico ejercido por
SXT (Gunn, 1976; Coll y cols., 1985; Winn y cols 2006)

SGB produce un pigmento de color rojo-naranja especifico en medios de
cultivo diferenciales, que permite su rapida identificacion (Fallon, 1974;
Waitkins, 1980). La produccion del pigmento es mas rapidamente detectada en
medios que contienen almiddn, inhibidores de la via del folato y metotrexato (de
la Rosa y cols., 1990, 1992). La capacidad de producir pigmento esta en

relacion con la capacidad de liberar hemolisina. Los genes que codifican para
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la hemolisina y pigmento presentan una localizacion genética comun, el cluster
cyl, observandose que muchas de las cepas no hemoliticas presentan una
secuencia de insercion en los genes cylA o cylB (Spellerberg,2000).

La produccion del pigmento se ve favorecida en condiciones de
anaerobiosis, sin embargo son mucho mas importantes las diferencias en la
intensidad de pigmento dependiendo de las condiciones de incubacion
(aerobiosis 0 anaerobiosis) que se obtienen en las colonias que crecen en la
superficie de las placas con respecto a los tubos con medio semisolido (de la
Rosa y cols., 1992, 1994; Carazo, 1993)

Los aislados de SGB se distribuyen en diez serotipos distintos en funcion
de su polisacéarido capsular que actia como factor de virulencia (Jorhi y col.,
2006). Tanto en los aislados de adultos asintoméaticos, como en los de nifios o
recién nacidos (RNs), predominan tres serotipos la, Il y Ill. El serotipo Ill, es el
gue con mayor frecuencia se aisla en nifios con meningitis y con enfermedad
de comienzo tardio. Sin embargo esta aparente virulencia del serotipo Il se
circunscribe a la edad infantil. Algunos estudios han puesto de manifiesto la
predominancia del serotipo Il en adultos con meningitis, serotipo muy
infrecuente en nifios con meningitis (Edwards, Nizet y Baker, 2006; Phares y
col, 2008). En Europa occidental y Estados Unidos los serotipos la y Il
representan el 85% de los aislados (Shet y Ferrieri, 2004), sin embargo desde
los afios 90 se ha observado una emergencia del serotipo V, tanto en neonatos
como en adultos (Uh y cols 2001; Fernandez y cols, 1998), representando un
porcentaje del 14-16% de los aislados (Phares y cols, 2008, Ippolito y cols,
2012).

El tracto gastrointestinal es el reservorio humano natural del SGB y por
tanto la probable fuente de la colonizacion vaginal (Dillon, 1982; Picard y
Bergeron, 2004). SGB ha sido aislado del tracto genital y porcion terminal del
intestino en cultivos de mujeres embarazadas y no embarazadas en tasas que
van del 10% al 40% (Edwars y Baker, 2006)

SGB es el principal agente productor de sepsis neonatal. SGB fue

descrito como patdégeno humano por primera vez por Fry en 1938 en tres casos
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de sepsis puerperal fatal. Antes que Fry, Lancefield y Hare identificaron este
microorganismo en cultivos vaginales de mujeres asintomaticas tras el parto
(Lancefield y cols., 1935). En 1939 Brown definioc SGB como un patdgeno
neonatal (Brown, 1939) y Plummer en 1941 describio los primeros casos de
meningitis en RN.

El RN adquiere SGB por via vertical. EI comienzo del parto puede dar
como resultado la diseminacion ascendente de la bacteria que coloniza a la
madre. La transmision se produce por aspiracion del liquido amniotico infectado
o en el paso del nifio por el canal del parto, siendo la tasa de transmisién
vertical cercana al 50% en mujeres portadoras (Baker, Clark y Barret, 1973,
Pass, 1979; Edwards y Baker, 2010)

La infeccion por SGB fue raramente descrita hasta los afios sesenta,
cuando muchos autores indicaron que la enfermedad causada por este
microorganismo podria ser mas frecuente de lo que se creia (Hodd y cols.,
1961; Eickhoff y cols, 1964; Butter y cols., 1967). SGB surge en los afios 70
como una de las causas fundamentales de morbi-mortalidad neonatal y todavia
hoy permanece como una de las principales causas de meningitis y sepsis en
RNs pese a los esfuerzos en la prevencion de enfermedad perinatal causada
por SGB (Bergh, 2004; Picard y Bergeron, 2004). Entre las causas que
justifican el numero de aislamientos que aun se registran de este
microorganismo a pesar de las medidas de prevencion podrian sefalarse, entre
otras, la mejora de las técnicas diagnosticas, disminucion de la mortalidad
perinatal y disminucion de la incidencia de otras infecciones, asi como los fallos
en la administracion de la profilaxis intraparto (Baker, 1977, Velaphi y cols,
2003; Goins y cols, 2010).

La enfermedad invasiva causada por SGB en adultos no gestantes se ha
reconocido como un problema de salud mas recientemente. En las pasadas

dos décadas se ha incrementado el nUmero de infecciones por SGB en adultos.
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1.2. SGB en el adulto no gestante

En las ultimas décadas se ha notado un incremento del numero de
infecciones invasivas causadas por SGB en adutltos no gestantes. En Estados
Unidos se calcula una incidencia de alrededor de 25 casos/100000 habitantes
(Edwdars y Baker, 2005; Phares y cols, 2008), mientras que en Espafia
algunos esta cifra es de aproximadamente 1 caso por cada 1000 admisiones
hospitalarias (Blancas y cols, 2004). Si excluimos a la mujer gestante, la
mayoria de estos casos se dan en adultos mayores de 65 afos (principalmente
varones) que presentan condiciones de salud especiales, por ejemplo aquellos
gue se encuentran en instituciones bajo cuidado de personal sanitario (Muiioz y
cols., 1997; Farley y cols., 2001; Henning y cols., 2001). Otra de las
condiciones que predisponen a la infeccion es la diabetes. Ya en 1964 se
demostré la relacion entre diabetes mellitus y enfermedad vascular periférica
grave e infeccion por SGB (Eickhoff y cols., 1964). También predisponen a la
infeccidbn por este microorgamismo anormalidades neuroldgicas, demencia,
paraplejia o cuadriplejia (Montibello y cols., 2011).

Los adultos jovenes con cancer o infeccion VIH poseen también un
mayor riesgo de infeccion por SGB (Farley y cols., 1993).

En este tipo de pacientes las manifestaciones clinicas mas relevantes
son:

Bacteriemia

Aproximadamente un 50% de estos pacientes tiene un desenlace fatal
(Colford y cols., 1995). En los supervivientes, las infecciones recurrentes se
asocian con focos de infeccion como endocarditis u osteomielitis (Harrison y
cols., 1995). Se han descrito bacteriemias tras esplenectomia traumatica o
cateterizacion cardiaca.

Neumonia

El factor predisponente mas comunmente descrito en pacientes con
neumonia es la diabetes mellitus y la enfermedad neuroldgica. La neumonia se
manifiesta con fiebre, leucocitosis e hipoxia e infiltrados lobulares bilaterales.

La infeccion es frecuentemente polimicrobiana, aunque SGB es el
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microorganismo predominante. Las tasas de mortalidad por neumonia por SGB
son del 30-85% (Edwars, Nizet y Baker, 2006)

Endocarditis

En la era preantibiotica se describieron endocarditis agudas de la valvula
mitral en mujeres gestantes causadas por SGB. Los casos descritos a partir de
1945 se dan en ambos sexos con una edad media de unos 50 afios y con
presentaciones agudas y subagudas en las que la valvula mitral es la mas
frecuentemente afectada (Lerner y cols., 1977; Coldford y cols., 1995).

Aungue sigue siendo una causa poco comun de encocarditis infecciosa,
se ha incrementado el numero de endocarditis de valvula protésica y
endocarditis por SGB asociadas al abuso de drogas por via parenteral (Alsoub
y cols., 1997,Sambola y cols, 2002).

Artritis

En dos tercios de los pacientes afectados, la artritis causada por SGB es
monoarticular (Nolla y cols., 2003). Afecta principalmente a rodilla, hombro,
cadera y articulaciones esternoclavivular o sacroiliaca. Se presenta con fiebre y
dolor articular fundamentalmente en hombres con una edad media de 58 afios
(Nolla y cols., 2003). Con una terapia antimicrobiana adecuada, aspiraciones
de la articulacion y desbridamiento quirdrgico se consigue la recuperacion en la
mitad de los casos (Small y cols., 1984).

Osteomielitis

Suele aparecer a consecuencia de una artritis adyacente o0 una
enfermedad vascular periférica, cirugia ortopédica o un foco de infeccién
cercano como una sinusitis frontal (Pischel y cols., 1985). Afecta principalmente
a hombres, un tercio de ellos de edad superior a 65 afilos con enfermedades de
base o en aquellos que han sido sometidos a intervenciones quirdrgicas 0seas
0 con de proétesis articulares. Los huesos afectados principalmente son
vértebras, pies, cadera, tibia y dedos del pie. Un 25% de las infecciones son
polimicrobianas, sobre todo asociadas a Staphylococcus aureus. Las
infecciones con un desenlace fatal son muy poco frecuentes y siempre
asociadas a otros focos de infeccion como endocarditis.

Infecciones de piel y tejidos blandos

La piel y tejidos blandos son los sitios mas comunes de infeccion
localizada por SGB en adultos (Schwuartz y cols., 1991). Celulitis, tlceras de
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pie, abscesos e infeccion de Ulceras de decubito son las manifestaciones mas
comunes.

La infeccion por SGB puede manifestarse como piomiositis o fascitis
necrotizante en ocasiones asociadas con cuadros semejantes a los del
sindrome toxico (Riefler y cols., 1988; Sutton y cols., 1985; Tang y cols., 2000).

El drenaje adecuado y la terapia antibidtica parenteral alcanzan la
recuperacion total en el 89% de los pacientes.

Meningitis

Las meningitis causadas por SGB se han descrito en casos de pacientes
con condiciones de comorbilidad. Se da sobre todo en hombres de mediana
edad (media de 52 afos). Muchas de estas meningitis tienen su causa en una
discontinuidad de la barrera hematoencefalica por cirugia, cancer o sinusitis
cronica. La sordera es una de las secuelas neurolégicas mas comunes de la
meningitis por SGB (Harburg y cols., 1992; Domingo y cols., 1997)

Otras infecciones

SGB solo o como componente de una infeccidn mixta se ha aislado en
pacientes con queratitis o endoftalmitis (Edwards y Baker, 2010).

Este microorgamismo es causante de infecciones del tracto urinario
(ITU) en pacientes no obstétricos. Este tipo de infecciones son generalmente
adquiridas en la comunidad y afectan frecuentemente a mujeres de mediana
edad. También han sido descritas uretritis no gonococicas causadas por SGB
en hombres (Lefevre y cols., 1991)

Otras infecciones poco comunes causadas por SGB incluyen abscesos
de mama en mujeres no lactantes, abscesos epigloticos, aneurismas micoticos
de la arteria femoral, abscesos hepéticos, peritonitis... (Edwards y Baker,
2010).

1.3. SGB en la mujer gestante

A traveés de los siglos la mayor tasa de mortalidad en la gestante ha sido
la perinatal debida a causas obstétricas, a partos distocicos, a procesos
infecciosos de la madre o el nifio 0 a procesos sistémicos.

Ignaz Philipp Semmelweiss, un obstetra hingaro que ejercié en Viena

en la primera mitad del siglo XIX, fue el primero en identificar el origen
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infeccioso de la sepsis puerperal. Semmelweiss, a través de sus observaciones
relacion6 la muerte por sepsis de un colega tras realizar la autopsia a una
mujer que habia fallecido de sepsis puerperal, atribuyéndola a un agente
infeccioso en la “materia en descomposicion”. Estas observaciones le llevaron
a aconsejar el lavado de manos antes del examen de cada paciente. Las
especulaciones de Semmelweiss de una posible causa organica en la sepsis
sentaron las bases de la teoria de los gérmenes enunciada por Pasteur
muchas décadas después. (Koenig y Keenan, 2009)

Algunos lustros mas tarde, y gracias a las investigaciones de Pasteur, se
puso de manifiesto que la infeccién era debida a “agentes invisibles para el
simple ojo humano”, pero identificables con microscopio. Ademas, se realizd
una clasificacion de la enfermedad segun la manera de penetrar agentes
patébgenos en el organismo; de esta forma las infecciones puerperales se
dividian en tres grupos: infecciones autogenéticas (independientes de la
gestacion), endogenéticas (dependientes de la puérpera misma y producto del
proceso puerperal) y las exogenéticas, que era el mecanismo mas frecuente.

En 1935 Lancefield y Hare aislaron SGB de la vagina de mujeres en el
postparto. SGB se considera parte de la microbiota vaginal, aunque en la mujer
gestante puede ocasionar infeccidbn anteparto, como corioamnionitis, que
puede dar lugar a rotura de membranas y parto prematuro (Hillier, 1999). A
pesar de que SGB se encuentra como colonizador en tracto gastrointestinal y
geniurinario también es considerado como la principal causa de enfermedad

neonatal invasiva (Glaser y cols, 2002)

1.3.1.Infeccion sintomatica

La infeccion en la mujer gestante puede ser dividida en dos categorias:
infeccion anteparto e infeccidén postparto.

1.3.1.1. Infeccién anteparto

SGB es una de las causas mas comunes de morbilidad febril en la mujer

gestante. La enfermedad asociada a embarazo causada por SGB es
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responsable de alrededor del 15-25% de la morbilidad febril con o sin
bacteriemia (Edwards y Baker, 2010). La fiebre en una madre puede ser el
signo mas precoz de bacteriemia en el neonato, por lo que los RNs de madres
que hayan presentado fiebre anteparto deben ser cuidadosamente evaluados.
La mayoria de los casos de sindrome febril en pacientes gestantes se
resuelven de forma satisfactoria con la aplicacion de terapia antimicrobiana
adecuada, sin embargo se han documentado complicaciones fatales como
absceso abdominal, endocarditis, osteomielitis vertebral, absceso epidural o

fascitis necrotizante.

La corioamnionitis es una de las infecciones mas comunes en el
anteparto con rotura de membranas que desencadena parto prematuro,
aunque, también se han descrito casos de partos prematuros en mujeres con
las membranas intactas (Desa y cols., 1984; Blanc y cols., 1961). Un 40% de
los casos en los que la prematuridad viene determinada por una infeccion se
asocia a rotura prematura de membranas y en un 33% se produce con
membranas intactas (Straka y cols, 2004). Existe una fuerte asociacion entre
infeccion y parto prematuro cuando éste se produce antes de la semana 32 de
gestacion (Andrews y cols, 2000). La sepsis neonatal se asocia comunmente
con el parto prematuro explicando en muchos casos la morbi-mortalidad

perinatal (Straka y cols, 2004).

Otras manifestaciones frecuentes en mujeres embarazadas son las
infecciones del tracto urinario (ITUs). La bacteriuria por SGB durante el
embarazo, supone un factor de riesgo potencial para el RN. Puede aparecer
bacteriuria asintomatica, cistitis o pielonefritis causada por SGB (Wood y Dillon
y cols., 1981). Ademas se ha demostrado una asociacion entre colonizacion y/o
infeccion en el nifio e ITU o bacteriuria anteparto, y ésta su vez ha sido
relacionada con riesgo de parto prmaturo (Pass y cols., 1982; Moller y cols.,
1984).

Las mujeres con una bacteriuria de mas de 10° UFC/ml son aquellas que
presentan un elevado grado de colonizacion, lo que se relaciona con un mayor
riesgo de infeccion maternal y neonatal. (Woods y Dillon, 1981; Heath y cols.,
2009).
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1.3.1.2. Infeccién postparto

SGB como Unico patégeno o como componente de una infeccion
polimicrobiana es el aislado mas comidn en endometritis postparto en mujeres
colonizadas, especialmente si se realiza cesarea (Minkoff y cols., 1982). La
infeccion comienza de forma abrupta, apareciendo signos inespecificos en las
primeras doce horas tras el parto. La temperatura suele ser elevada, y va
acompafada de taquicardia. Como consecuencia de la diseminacion del
microorganismo desde las trompas de Falopio puede producirse ileo paralitico
y distension abdominal. También puede producirse infeccion de la herida de la
cesédrea. SGB se aisla en alrededor del 15% de los casos de endometriris
periparto, bacteriemias puerperales o infeccion de herida tras ceséarea
(Edwards y Baker, 2010)

Es importante reconocer pronto este tipo de infecciones para evitar
posibles secuelas. Puede aparecer bacteriuria y bacteriemia, por lo que existe
riesgo de desarrollar endocarditis y sepsis. Estas complicaciones pueden
desencadenar un sindrome de distrés respiratorio asociado a un alto grado de

mortalidad.

1.3.2.Colonizacion

El tracto gastrointestinal es el reservorio primario de SGB, y la
colonizacion genital se produce por contiglidad (Dillon y cols, 1982). Esto
explica el estado de portadora intermitente durante el embarazo y también la
dificultad para erradicar la colonizacion vaginal (Hastings y cols, 1986). Asi
pues, la colonizacién por SGB puede ser transitoria, crénica o intermitente
(Hoogkamp-Korstanje y cols, 1982, Dillon y cols., 1982, Yancey y cols, 1996).

La tasa colonizacion vaginal por SGB a nivel mundial oscila entre el 10%
y el 40% (Glantz y Kedley, 1998; Schrag y cols, 2000, Shet y Ferrieri, 2004). En
Espafia, se han descrito tasas de colonizacion de alrededor del 11-18% (Alés y
cols, 2012).
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Los factores que influyen en la colonizacion por SGB son muchos y muy
variados. La diabetes parece ser un factor independiente asociado con altas
tasas de colonizacion en embarazadas (Ramos y cols., 1997). Tanto el
momento del ciclo menstrual como la colocacion de dispositivos intrauterinos
pueden incrementar las tasas de colonizacion ya que favorecen el crecimiento
local del microorganismo (Baker y Edwards., 1988; Farrag y cols., 1985.,
Chaudhary y cols., 1986). Por otra parte, la actividad sexual altera el
microambiente de la vagina de forma que lo hace mas permisivo a la
colonizacion por SGB (Manning y cols., 2002). La colonizacion genital también
esta relacionada con la paridad: en mujeres con tres 0 menos embarazos las
tasas de colonizacion son superiores que en mujeres multiparas (Anthony y
cols.; 1978; Yow y cols.; 1980; Regan y cols., 1991).

La colonizacién vaginal por SGB intraparto es el mayor factor de riesgo
de sepsis precoz en el RN. El riesgo de penetracion desde las membranas del
nifo contaminadas con SGB de la madre es directamente proporcional al
in6culo genital (Dillon y cols., 1987, Boyer y Gotofft., 1985; Bingen y cols.,
1992). La trasmision vertical de SGB ocurre fundamentalmente en el momento

del parto o a causa de la rotura prematura de membranas.

El cribado prenatal es el primer paso critico en la prevencion de la
enfermedad neonatal, y por tanto pieza fundamental en los programas de

prevencion (Schrag y cols, 2002; Schrag y cols., 2003).

1.3.2.1. Cribado prenatal de SGB

Los CDC (Centers for Disease Control and Prevention) en sus
recomendaciones para prevencion de la enfermedad perinatal por SGB, indican
gue es necesario un cribado universal para detectar colonizacién en todas la

embarazadas entre las semanas 35y 37 de la gestacién (CDC, 2010).

Numerosos estudios han documentado que la precision del cribado por
cultivo para la identificacibn del estado de portadora puede ser mejorada
mediante la eleccién adecuada del momento de la recogida de la muestra, asi
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como de los lugares anatomicos de los cuales se toma y los métodos
microbioldgicos utilizados para la deteccién del microorganismo (Regan y cols.,
1996; Connellan y cols., 2000).

1.3.2.1.1. Eleccién del momento de la recogida de la muestra

La colonizacion en las primeras semanas del embarazo no es predictiva
del riesgo de una posterior sepsis neonatal por colonizacién en el momento del
parto (Boyer y Gotoff., 1985). Por otra parte el tratamiento de las madres
colonizadas da lugar a una erradicacion temporal del microorganismo, pero la
mayoria de las mujeres son recolonizadas al cabo de unas 6 semanas.

Los cultivos realizados antes de las cinco semanas previas al parto no
son fiables para predecir el estado de portadora en el momento del parto
(Yancey y cols., 1996). Por esta misma razén las embarazadas que hayan
estado colonizadas por SGB en un embarazo anterior pueden no estarlo en el
embarazo actual y viceversa (Regan y cols., 1996).

En algunos estudios, mujeres con cultivos positivos a las 26-28 semanas
de gestacion permanecieron colonizadas a término en un 65% de los casos,
mientras que entre un 8% y un 10% de las que tuvieron cultivos negativos
fueron positivas para SGB en el momento del parto (Connellan y cols., 2000;
Shet y Ferrieri., 2004). Esto supone que los escobillones tomados a las 28
semanas de gestacion tienen un valor predictivo positivo de sélo un 50-70%.
Otros estudios han demostrado que existe mejor correlacion entre la
colonizacion intraparto y la colonizacién en las semanas 36-38 del embarazo

qgue en la semana 30 (Connellan y cols., 2000; Hiller y cols., 2005).

Actualmente, los CDC recomiendan la realizaciéon del cribado universal
entre las semanas 35-37, para incrementar la sensibilidad y especificidad
(CDC, 2010; Al6s y cols, 2012).

1.3.2.1.2. Eleccion del lugar anatomico para la toma de muestra

Se recomienda la toma combinada de una muestra vaginal y rectal, ya

gue incrementa la tasa de deteccion sustancialmente respecto a la toma de una
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muestra de cérvix o vagina sin escobillon rectal (Badri y cols., 1977; Hiller y
cols., 2005). Pueden tomarse dos escobillones, uno vaginal y otro rectal o bien
uno vaginorrectal. La muestra ha de obtenerse antes de cualquier manipulacion
vaginal, del tercio externo de vagina (no se necesita espéculo) y de la zona
anorrectal (introduciendo el escobillén en el ano) y utilizando escobillones con
medio de transporte.

Se ha visto que las muestras tomadas por la misma mujer embarazada
con las instrucciones adecuadas tienen un rendimiento similar a las tomadas

por personal sanitario (Mercer y cols., 1995).

La identificacion de SGB en una muestra de orina limpia se considera
asociada a un elevado grado de colonizacién y también a un mayor riesgo de
enfermedad neonatal por SGB, por lo que la investigacion de SGB en esta
muestra se incluye dentro de las recomendaciones para la indicaciéon de una
profilaxis intraparto (Persson y cols., 1985; Wood y Dillon, 1981 ; Alés y cols,
2012).

1.3.2.1.3. Eleccion del método de deteccion

El cultivo es el método de eleccibn para detectar SGB en mujeres
colonizadas. Las muestras vaginales o vaginorrectales llevan abundante
microbiota regional. Para maximizar el aislamiento de SGB y evitar el
sobrecrecimiento de otras bacterias deben utilizarse medios selectivos de
enriquecimiento y/o medios diferenciales (CDC, 2010, ; Alés y cols, 2012). Los
meétodos diagnosticos para deteccion de SGB en muestras clinicas se

describen en el apartado 1.6.

1.4. SGB en el neonato

La colonizacion de las mucosas de los neonatos resulta de la

transmision vertical del microorganismo desde la madre. Puede producirse
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intradtero, por un mecanismo de ruta ascendente, o en el momento del parto.
Los principales lugares de colonizacion en los neonatos son la piel, la
nasofaringe y el recto. El SGB persiste en la nasofaringe desde semanas a
meses, mientras que la colonizacion cutanea desaparece tras varias semanas
de vida.

La enfermedad neonatal se clasifica en enfermedad de comienzo precoz

y enfermedad de comienzo tardio.

.4.1.Enfermedad de comienzo precoz

Se habla de enfermedad de comienzo precoz cuando se da en los
primeros 7 dias de vida.

La tasa de transmision vertical en el momento del parto es
aproximadamente del 50% en mujeres portadoras. Los niflos altamente
colonizados poseen un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad por SGB
de comienzo precoz (Schrag y cols., 2002).

En el momento del nacimiento, el 50-65% de los nifios de madres
colonizadas tienen cultivos periféricos positivos (mucosas Yy piel).
Aproximadamente un 98% de los nifios colonizados permanecen sanos, pero
un 1-2% de ellos pueden desarrollar infeccién invasiva por SGB, aunque este
porcentaje es mayor en nifios de madres con complicaciones obstétricas como
parto prematuro, rotura de membranas de mas de 18 horas antes del parto,
fiebre intraparto, corioamnionitis, bacteriemia materna, embarazos en mujeres
muy jovenes, parto gemelar, etc. (Stoll y cols., 1996). SGB es el patbgeno mas
frecuentemente asociado con infecciones de comienzo precoz en los niflos de
muy bajo peso (menos de 1500 g). La mortalidad en nifios con enfermedad
precoz por SGB es del 4-6% (Phares y cols, 2008, Hamada y cols, 2008,
Fluegge y cols, 2006). Los indices de mortalidad son inversamente
proporcionales al peso al nacer (Edwards y Baker, 2010).

La incidencia de enfermedad neonatal precoz por SGB en Espafa ha
descendido un 73% tras la implementacion de las medidas de prevencion

situandose en una tasa de aproximadamente 0,33 %. nacidos vivos. La
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mortalidad global también ha descendido notablemente desde un 0,33%. a un
0,18 %o (LOpez-Sastre y cols., 2009).

Las tres manifestaciones mas comunes de la infeccibn de comienzo

precoz son sepsis, neumonia y meningitis.

Los signos y sintomas de sepsis son inespecificos. Con frecuencia hay
un establecimiento brusco de la fiebre, asociado a rigidez, mal estado general,
e hiperventilacion. (Reimer, 1997).

Un 5-10% de los neonatos con infeccion por SGB desarrollan
meningitis (Shet y Ferrieri, 2004, Fluegge y cols, 2006; Edwards y Baker,
2010). La mortalidad debida a meningitis esta en torno al 7%, siendo mayor en
los RNs de bajo peso (Phares y cols, 2008)

Los sintomas respiratorios estan presentes en la mayoria de los casos
de enfermedad precoz. En los nifios con bacteriemia y neumonia aparecen
sintomas como apnea, grufiidos, taquipnea y cianosis. En algunos casos la
radiografia de térax es diagndstica, sin embargo en mas de la mitad de los
casos el patrdn radioldgico lo hace indistinguinble del sindrome de membranas
hialinas (Spellerberg, 2000).

1.4.2. Enfermedad de comienzo tardio

Se habla de enfermedad de comienzo tardio cuando comienza después
de los primeros 7 dias de vida. La prematuridad y el bajo peso al nacer son los
factores de riesgo méas destacados para desarrollar una enfermedad de
comienzo tardio por SGB, ademas de estar asociados con una mayor
mortalidad. Muchos de los nifios que desarrollan una infecciébn de comienzo
tardio, muy tardio o incluso en la primera infancia (méas de tres meses de vida),
tuvieron periodos de gestacion inferiores a las 35 semanas (Feng-Ying y cols,
2003, Heath y cols, 2004; Phares y cols, 2008; Jordan y cols, 2008). La
necesidad de largos periodos de hospitalizacién y la inmadurez de su sistema
inmunitario probablemente contribuyen a la infeccidén. Se han descrito brotes de

infeccion tardia en nifios de bajo peso ingresados en unidades de cuidados
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intensivos (MacFarghar y cos, 2010, Morinis y cols, 2011). Se han sugerido
como posibles vias de transmision la leche y las manos del personal sanitario
(Jordan y cols, 2008).

La bacteriemia sin foco es la presentacion mas comun de la infecciéon
de comienzo tardio. Sin embargo la presentacion en forma de meningitis es
mas comun en la enfermedad de comienzo tardio que en la de comienzo
precoz (Heath y cols, 2004; Jordan y cols, 2008). Algunas menintitis de
comienzo tardio presentan un desarrollo fatal rapido o pueden dar lugar a
graves secuelas neuroldgicas (Edwards, Nizet y Baker,2006). En ocasiones
puede aparecer un foco en la insercion de catéter intravascular o tejidos
blandos. Los signos iniciales incluyen fiebre, irritabilidad, letargia o ambos
ademas de taquipnea y una pobre alimentacion. En algunos casos puede
aparecer afectacién de vias respiratorias superiores aunque los grufidos y
apnea son menos comunes que en la infecciéon de comienzo precoz (Edwards,
Nizet y Baker, 2006).

Los serotipos la, Il y V estdn asociados en un 78-87% a enfermedad
de comienzo precoz y mujeres gestantes; sin embargo los serotipos Il y V son
los habitualmente asociados a enfermedad de comienzo tardio (Shet y Ferrieri,
2004, Phares y col, 2008), siendo el serotipo Il el predominante en ambos
casos (Noya y cols., 1987, Weisner y cols, 2004; Phares y cols, 2008).

En un 0,5-3% de los casos aparecen recaidas o recrudescencias de las
infecciones de comienzo precoz o tardio por SGB . Las circunstancias que
pueden favorecer esta situacibn pueden ser mastitis materna, ataques
prolongados en nifios con absceso cerebral o endocarditis de origen congénito
(Edwars y Baker, 2006). El hecho de que la colonizacion por SGB de las
mucosas (faringea o gastrointestinal) permanezca en nifios tratados por una
infeccion invasiva puede ser la fuente de nuevos episodios de bacteriemia
(Moylett y cols, 2000). En muchos casos los nifios infectados por SGB serotipo
[ll, no desarrollan niveles adecuados de anticuerpos durante la convalecencia
(Denning y cols., 1988). Se ha visto que en la mayoria de las ocasiones los

aislados de los segundos episodios de bacteriemia son genotipicamente



INTRODUCCION

idénticos a los del episodio inicial, de lo que se deduce que las infecciones
recurrentes resultan de la reinvasion a partir de las membranas que
permanecen colonizadas Un porcentaje minoritario de los aislados del segundo
episodio pertenecen a cepas distintas. (Green y cols., 1994; Edwards Nizet y
Baker , 2006).

1.5. Métodos de deteccion e identificacion de SGB

1.5.1.Cultivo

SGB es un microorganismo con pocos requerimientos nutricionales.
Puede desarrollarse en medios de cultivo relativamente simples, si bien el
enriquecimiento con sangre, suero o glucosa favorece su crecimiento (Milligan
y cols., 1978; Rufo, en Murray 1995).

La dificultad que ofrecen los medios no selectivos en la identificacion de
SGB es el sobrecrecimiento de microbiota del lugar anatomico de la muestra.

Por ello generalmente se utilizan medios de cultivo selectivos y/o diferenciales.

Medios selectivos

Se han ensayado diferentes combinaciones antibiéticas para inhibir el
crecimiento de la microbiota acompafante en las muestras clinicas como
gentamicina y acido nalidixico (Baker y cols., 1973; Easmon y cols., 1983).
También se utilizan colistina y acido nalidixico (Fenton y Harper, 1979),
polimixina B, &cido nalidixico y cristal violeta (Gray y cols., 1979).

En general se recomienda inocular las muestras en caldos selectivos
como Todd-Hewitt suplementados con gentamicina (8 pg/ml) y acido nalidixico
(15 pg/ml) o con colistina (10 pug/ml) y acido nalidixico (15 pg/ml), (Fenton y
cols, 1979) adicionados o0 no de sangre. Estos medios se incuban durante 18-
24 horas a 35-37°C en un ambiente con un 5% de CO, y posteriormente se
subcultivan en placas de agar sangre para identificar colonias con morfologia
compatible con SGB.

Los medios selectivos facilitan el aislamiento del microorganismo e

incrementan su recuperacion de muestras en las que se encuentre en poca
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cantidad, pero no aceleran la identificacion, que tiene que realizarse con

posterioridad.

Medios diferenciales

El primer medio diferencial para SGB fue descrito en 1977, basado en la
deteccién del pigmento rojo-anaranjado especifico (Islam, 1977) y que ha
supuesto el origen de otros muchos medios sélidos, semisdlidos y liquidos, que
se basan en la produccion y deteccion del pigmento rojo-anaranjado,
incorporando ademas agentes selectivos para inhibir el crecimiento de la

microbiota de la muestra (Wang y cols., 1988).

En 1983 de la Rosa y cols disefiaron un medio de cultivo selectivo y
diferencial, el medio Granada basado en la utilizacion de altas concentraciones
de almidon como agente gelificante y en la accién del trimetoprim (TMP) como
factor activador de la produccién del pigmento (de la Rosa y cols., 1983). El
efecto potenciador de la produccion del pigmento obtenido con inhibidores de la
ruta del folato como TMP y sulfadiazina (SDZ) se observa cuando el medio es
incubado en anaerobiosis, atmosfera que por otra parte produce una inhibicion
del crecimiento de parte de la microbiota acompafiante.

En 1992 de la Rosa y cols describieron un nuevo medio de cultivo:
nuevo medio Granada, selectivo y diferencial, que utiliza agar como gelificante
por lo que es mas sencilo de elaborar, y basado entre otros factores en la
accion del metotrexato como factor activador de la produccién del pigmento (de
la Rosa y cols., 1992). Su empleo como medio semisdlido en tubo inoculado en
aerobiosis y como medio sélido en placa incubada en anaerobiosis ha
demostrado una sensibilidad del 95-98%.(de la Rosa y cols., 1992).

El nuevo medio Granada (en adelante “medio Granada") permite
detectar SGB directamente a partir de muestras vaginorrectales con un
rendimiento similar al de los caldos selectivos de enriguecimiento. La
inoculaciéon directa permite acortar el tiempo necesario para obtener un

resultado, y la idenificacion mediante visualizacion del pigmento rojo especifico
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evita la necesidad de realizar identificacion mediante pruebas auxiliares (Gupta
y cols, 2004). También se ha ensayado la técnica de inoculacion de un medio
de cultivo adicional como CNA (agar sangre suplementado de colistina y acido
nalidixico) o agar sangre en paralelo a la incubacién en caldo selectivo, de
modo que este ultimo pueda ser descartado si las colonias de SGB aparecen y
son identificadas en él en el plazo de 24 horas (Dunne y Holland-Staley, 1998).

Recientemente se han desarrollado medios cromogénicos para SGB, en

los que el aspecto de las colonias varia segun el fabricante.

Tanto la guia elaborada por los CDC como el documento consenso
espafol para la prevencion de la infeccion neonatal por SGB recomiendan la
incubacion de las muestras en un caldo de enriquecimimiento como Todd-
Hewitt o Lim y su posterior subcultivo en agar sangre. De forma alternativa
también puede realizarse la incubacion en medio liquido Granada, que permite
un enriquecimiento selectivo e identificacion simultaneos. (CDC, 2010; Alos y
cols, 2012). Por su parte el documento consenso espafol de 2012 ofrece como
alternativa la inoculacion tras enriquecimiento en caldo selectivo en placas de
medio Granada en anaerobiosis, agar sangre selectivo o medio cromogénico o
bien la siembra directa en placa de medio Granada en anaerobiosis (esta
ltima opcién bajo estricos controles de calidad del medio para comprobar sus
sensibilidad) (Alos y cols, 2012).

1.5.2.Deteccién por métodos moleculares

Algunos autores han demostrado que las técnicas genéticas para la
identificacion de SGB son tan sensibles como el cultivo (Uhl y cols., 2005;
Haberland y cols.,, 2002), si bien algunos estudios han demostrado
sensibilidades y especificidades por debajo del 80% (CDC, 2010).

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
“polymerase chain reaction”) se ha ido extendiendo en microbiologia en los

altimos afos. La principal ventaja tedrica de un diagnostico por técnicas
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moleculares es la rapidez. Estas técnicas podrian ser utilizadas en el momento
del parto (Bergeron y cols., 2000; Uhl y cols., 2005). Una serie de factores
como el elevado coste y/o la escasa disponibilidad de métodos moleculares
automatizados con adecuada sensibilidad que garanticen la disponibilidad del
mismo durante las 24 h del dia, hacen dificil por ahora su generalizacion
(CDC,2010). Ello hace que el cultivo siga constituyendo el método de
referencia para detectar SGB en muestras clinicas (CDC, 2010 Alés y cols,
2012 .

Algunos SGB no tienen capacidad de producir pigmento por lo que no
pueden ser identificados mediante los medios especificos disefiados para
detectar el pigmento. En estos casos seran especialmente Utiles las técnicas

moleculares.

Se han utilizado diferentes dianas dentro del genoma de SGB para el
disefio de cebadores para PCR. Los genes que codifican el factor CAMP
(genes cfb) estan virtualmente presentes en todos los aislados de SGB, (Ke y
cols., 2000), por lo que se han usado como dianas para PCR, con una
sensibilidad del 75-100% y una especificidad del 80-100% con respecto al
cultivo (Rallu y cols, 2006; Straka y cols, 2004). Otras secuencias diana
estudiadas para este propésito son las secuencias especificas del ARN
ribosémico 16S, espaciador intergénico 16S-23S (Meiri y cols, 2002) y el gen
scp-B (Dimitriev y cols., 2004) obteniéndose una sensibilidad y especificidad
del 99,6% y 100% respectivamente (Elbaradie y cols, 2009).

Aungue los métodos de PCR convencional, PCR simple, PCR anidada,
etc., fueron los primeros introducidos en microbiologia clinica, poseen una serie
de inconvenientes, principalmente en lo que respecta al problema de
contaminacion y tiempo total requerido para completar el procedimiento que

hoy dia han sido solventados por la PCR en tiempo real (PCR-TR).
1.5.2.1. PCR en tiempo real (PCR-TR)
La PCR-TR permite la amplificacion y deteccion (mediante lectura de

fluorescencia) de forma simultanea. El procedimiento se realiza en un aparato

que es termociclador (para llevar a cabo la amplficacion) y fluorimetro (para la
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lectura de la fluorescencia emitida en cada ciclo de PCR). Por tanto, no
requiere de un proceso posterior de lectura lo cual acorta el procesamiento y
reduce el riesgo de contaminacion. La deteccion se basa en la lectura de la
fluorescencia emitida por determinadas moléculas con diversos mecanismos de
emision de fluorencencia. En funcion de éstos, se han descrito diferentes
tecnologias para detectar el amplificado en una PCR-TR: deteccion mediante
colorantes fluorescentes como SYBR green I, que se une especificamente al
ADN de doble cadena o mediante sondas marcadas con varios fluoréforos que
actian como donadores o aceptores de energia de resonancia fluorescente
cuando son excitados y emisores de fluorescencia, la cual recoge el aparato.
En cualquier caso, a medida que progresa la PCR aumenta el n°® de amplicones
susceptibles de producir fluorescencia por una o otra tecnologia. Esto genera

una curva de fluorescencia tipica en los casos positivos (figura 1.1).

A. a5

Fluorescence (F1)
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& s w1 owm  x’ W 5 % 5
Cycle Mumber
Figura I.1. Curva de fluorescencia de PCR-TR con tecnologia Sybr Green

La sensibilidad de la PCR-TR descrita por los estudios realizados es
apropiada para la deteccion directa en muestras clinicas (Ke y cols., 2000). Se
han descrito ensayos de deteccion de SGB por PCR en muestras como liquido
amniético (Straka y cols., 2004), sangre (Golden y cols., 2004) y escobillones

vaginorrectales (Bergeron y cols., 1999).

En teoria, la rapidez de este método de deteccion puede tener beneficios
potenciales en partos prematuros. Esto también podria reducir el nimero de

mujeres que reciben antibiéticos de forma inapropiada y evitar los posibles
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efectos adversos (Benitz y cols., 1999). El beneficio puede extenderse a todas
aguellas gestantes con un pobre cuidado prenatal, ya que las muestras podrian
obtenerse en el momento del ingreso y tener el resultado disponible en un
periodo corto de tiempo (Ke y cols., 2000). La rapidez puede incrementarse
mediante la utilizacion de métodos automaticos de extraccion de A&cidos

nucleicos.

Se han desarrollado algunos sistemas automatizados de deteccion de
SGB directamente desde muestras vaginorrectales como Cepheid XpertGBS,
qgue integra la lisis y purificacién de acidos nucleicos y la PCR-TR y deteccién
de fragmentos del gen cfb de SGB, o el sistema IDI-Strept B test, que ha sido

aprobado por la FDA para el diagnéstico de SGB.

Si se realiza un estudio coste-beneficio, el valor de la estrategia basada
en la deteccion de la colonizacion por PCR y la basada en el cultivo se igualan
cuando la PCR tiene una sensibilidad cercana al 90%. Los beneficios de la
PCR aumentarian cuando las tasas de colonizacion se incrementaran y la
estancia de los nifios RNs sanos se reduciria. Segun Haberland y cols., si la
sensibilidad y especificidad de la PCR superan el 94%, el valor global de la
estrategia basada en PCR en el momento del parto es mayor que la del cribado
universal por cultivo en la semana 35-37 y la basada en factores de riesgo
(Haberland y cols., 2000).

1.5.2.2. Métodos moleculares de identificacion y caracterizacion de SGB

Con fines epidemioldgicos y de investigacion se utilizan otro tipo de

métodos basados en técnicas moleculares.

- Multilocus sequence typing (MLST). Es una técnica basada en la amplificacion
y secuenciacién de secuencias de unos 500 pb de 7 genes que codifican para
enzimas metabdlicas. La variabilidad que proporcionan los distintos perfiles
obtenidos se ha usado para tipar e investigar la estructura poblacional de
algunas bacterias patdgenas para humanos (Maiden y cols., 1998). Ciertos
perfiles pueden ser asociados con cepas que causan enfermedad neonatal
invasiva (Jones y cols., 2003).
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- Electroforesis en campo pulsatil (PFGE): También es util para definir la
diversidad de SGB. Los distintos perfiles de digestion con enzimas de
restriccion dan lugar a diferentes patrones, grupos y marcadores que se
relacionan con el serotipo (Rollan y cols., 1999). Estos marcadores
filogenéticos han sido utilizados para identificar cepas de SGB que sean
capaces de invadir el sistema nervioso central en nifios (Rolland y cols., 1999;
Dimitriev y cols., 2002)

1.5.3. Otros métodos de deteccion

Se han descrito métodos rapidos a partir de escobillones cervicales o

vaginales para evaluar el estado de colonizacién en el momento del parto,
como métodos de deteccion de antigeno y métodos de hibridacion de ADN.
Los métodos de deteccibn de antigeno han demostrado una buena
especificidad (95-97%) pero sensibilidad muy variable (dependiendo del grado
de colonizacién), que en la mayoria de los casos es insuficiente (oscilando
entre el 12% y el 67%). Se han descrito métodos de aglutinacion con latex,
enzimoinmunoanalisis, ensayos inmuno-Opticos, etc. (Kontnick y cols., 1990;
Skoll y cols., 1991; Tuppurainen y cols., 1989; Greenspoon y col., 1991; Green
y cols., 1993).

Las dltimas recomendaciones de los CDC proponen como prueba
diagnéstico la aglutinacion directa con latex desde el caldo de enriquecimiento
tras incubacion (CDC, 2010), sin embargo el documento consenso espafiol no
recomienda en la actualidad su utilizacion en nuestro medio (Al6s y cols,
2012)., y en caso de utilizarse, el estado de portadora de la gestante debe

confirmarse mediante cultivo.

1.6. Protocolo de actuacién para la prevencion de la

infeccion neonatal por SGB

La prevencion de la infeccion neonatal por SGB se lleva a cabo
mediante una doble estrategia de profilaxis en las madres colonizadas y

vigilancia y manejo del neonato.
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1.6.1. Profilaxis antibiética intraparto

La profilaxis antibidtica intraparto de madres colonizadas y/o con
factores de riesgo de transmision vertical de SGB al neonato es la estrategia
recomendada para la prevenciéon de la sepsis neonatal. Los primeros ensayos
asumian un 100% de efectividad de la profilaxis intraparto, aunque posteriores
estudios han demostrado una efectividad cercana al 90% (CDC, 2010).

Las primeras guias de los CDC recomendaban el uso de una de las 2
siguientes estrategias para prevenir la sepsis neonatal mediante profilaxis
intraparto: una estrategia basada en los factores de riesgo y la otra, basada en
el cribado universal de SGB mediante cultivo (CDC 1996). Posteriormente se
demostré que la estrategia basada en el cribado de SGB detectaba un mayor
porcentaje de mujeres con riesgo de transmitir la bacteria a su RN.

Los RNs de embarazadas sin factores de riesgo y colonizadas por SGB
presentan una probabilidad de padecer infeccion neonatal 25 veces mayor que
las madres que presentan factores de riesgo sin estar colonizadas (Boyer y
cols., 1985), la presencia de factores de riesgo en ausencia de colonizaciéon no
aumenta la posibilidad del RN de sufrir infeccion precoz por SGB. De hecho,
s6lo en menos de la mitad de los RNs que se infectan durante el parto existen
factores de riesgo. (Schrag y cols., 2002).

Por ello, los CDC revisaron sus guias y recomendaron el cribado
universal como estrategia de identificacion de candidatas a recibir profilaxis
intraparto (CDC 2002). Solo aquellas mujeres con estado de colonizacion
desconocido en el momento del parto serian manejadas en funcion de la

presencia de factores de riesgo (CDC 2010).
1.6.1.1. Estrategia basada en los factores de riesgo
Los principales factores de riesgo que se consideran a la hora de

recomendar una profilaxis intraparto son: parto prematuro, rotura prematura de

membranas > 18 h y fiebre intraparto.
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Existe una relacion inversa entre la duracion del intervalo de rotura de
membranas y el parto y el momento de aparicidon de los sintomas de la
bacteriemia por SGB en el RN, lo que indica que la exposicion continua en el
Gtero incrementa el riesgo de una infeccion diseminada (Tseng y cols, 1974).
Regan y colaboradores (1996) encontraron que una alta colonizacion en el
segundo trimestre de la gestacion se relaciona con un incremento del riesgo de
parto prematuro o bajo peso del RN. Ambos factores aparecen a menudo
factores de forma concomitante lo que contribuye a un incremento del riesgo de
infeccion probablemente a causa de la inmadurez del sistema inmunitario del
RN. Se estima que la incidencia de la infeccidbn de comienzo precoz en nifios
prematuros es 15 veces superior que en RNs a término (Aber y cols., 1976;
Pass y cols., 1982; Baker y cols, 1988)

La fiebre intraparto junto con el hecho de haber tenido un hijo con
enfermedad por SGB anteriormente, son los factores de riesgo mas

relacionados con la enfermedad de comienzo precoz (Schrag y cols., 2002).

1.6.1.2. Estrategia basada en el cribado prenatal

Este enfoque se basa en la realizacion de un cribado universal prenatal
para detectar la colonizacion vaginorrectal por SGB a todas las embarazadas
entre las semanas 35y 37 de la gestacion.

La estrategia basada en el cribado universal para la prevencion de la
enfermedad precoz por SGB ha conseguido un descenso importante en el
namero de enfermedades cuando ha sustituido a la estrategia basada en
factores de riesgo en la prevencion de la infeccidbn neonatal, ya que éstos en
muchos casos no se identifican (Hafner y cols., 1998). Entre las madres cuyos
hijos presentan enfermedad temprana por EGB mas de 60% no presentaban
evidencias de factores de riesgo (CDC, 2010). Se considera que una estrategia
basada en los factores de riesgo puede prevenir el 50% de los casos de
Enfermedad neonatal precoz (Vergnano y cols., 2009)

Las mujeres con cultivo positivo son candidatas a recibir profilaxis

intraparto (Schrag y cols., 2002). La estrategia de prevencion basada en el
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cribado universal es un 50% mas efectiva que la basada en la identificacion de
los factores de riesgo en la prevencion de la enfermedad perinatal (Schrag y
cols., 2002).

La estrategia basada en el cribado prenatal se resume en la figura I.2.

[Urocultivo durante gestacién]

RPM>18h
Fiebre intraparto >38°C

N
~[ PCR intraparto positivo
Infeccion por SGB en gestacion previa]
Cultivo negativo
SGB
P
Independiente (
— resultado
cultivo SGB

Figura |.2. Estrategia basada en el cribado anteparto para la prevencion de la enfermedad

=\

N
—| Indicada

i

perinatal por SGB (tomado de Alos y cols, 2012)
PAl: Profilaxis antibidtica intraparto; RPM: Rotura previa de membranas; VR: Vaginorrectal; s:

semanas; RN: Recién nacido; h: horas

Independientemente de la estrategia utilizada, la profilaxis intraparto se
recomienda a todas las mujeres con bacteriuria por SGB durante el embarazo,
sin necesidad de realizar cribado vagino-rectal en la semana 35-37 (Alés,
2012). La infeccion por SGB en partos anteriores es indicativa de un bajo titulo
de anticuerpos protectores frente a SGB. El diagnéstico de la bacteriuria
causada por SGB en la gestante tiene interés por las complicaciones
perinatales que puede ocasionar. Se sabe que los nifios de madres que han

sufrido algun episodio de bacteriuria durante el embarazo presentan una
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colonizacion mas alta y frecuente y son mas propensos a desarrollar infecciéon
por SGB (Persson y cols., 1986).

Uno de los factores relacionados con un mayor el riesgo de enfermedad
en el RN es el serotipo. El serotipo lll, es el que aparece en la mayoria de las
infecciones de comienzo precoz y practicamente en todas las de comienzo
tardio. Las gestantes con niveles bajos de anticuerpos frente a serotipo Il son
mas propensas a dar a luz a niflos con infeccidon neonatal (Baker y Kasper,
1976, 1977, Bhushan y col., 1998).

1.6.1.3. Recomendaciones espainolas actuales de profilaxis antibiética

intraparto en la prevencion de sepsis nheonatal precoz por SGB

Las recomendaciones de profilaxis antibiotica intraparto no son eficaces
en la prevencion de la sepsis neonatal tardia, por lo que estas
recomendaciones no se aplican a estos casos.

Las indicaciones actuales de profilaxis intraparto en Espafia se basan
fundamentalmente en el cribado universal y en ausencia de éste, en los
factores de riesgo de la madre. Estas indicaciones quedan recogidas en el
documento de consenso para la prevencion de la infeccion perinatal elaborado
por la Sociedad Espafiola de Obstetricia y Ginecologia (SEGO), Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC),
Sociedad Espariiola de Quimioterapia (SEQ) y Sociedad Espafiola de Medicina
Familiar y Comunitaria (SEMFyC) (Alés y cols, 2012) son:

a) Independientemente de la edad gestacional:

- Todas las mujeres identificadas como portadoras vaginales o rectales de
SGB en un cultivo realizado dentro de las cinco semanas previas al parto.
-Todas las mujeres en que se detecte SGB en orina durante la gestacion,
independientemente del resultado del cultivo vaginal o rectal si se ha
realizado.

-Todas las gestantes que previamente hayan tenido un hijo con infeccion
neonatal por SGB, independientemente del resultado del cultivo vaginal o

rectal si se ha realizado.
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-Todas las mujeres con rotura de membranas superior a 18 horas cuando
no se disponga del resultado del cultivo.
-Todas las mujeres con fiebre intraparto (>38°C), con posibilidad de

corioamnionitis u otra infeccidon materna.

b) Partos de <37 semanas de gestacion cuyo estado de colonizacion por

SGB se desconozca.

C) Partos de >37 semanas de gestacion sin ningun factor de riesgo, en el
caso de que se desconozca si la madre es portadora de SGB.

La profilaxis no esta indicada en los siguientes casos:

1. Cultivo vaginal o rectal negativos para SGB en la presente gestacion
en un cultivo realizado dentro de las cinco semanas anteriores al parto, aunque
existan factores de riesgo o hayan sido positivos en embarazos anteriores.

2. Cesarea programada en mujer con cultivo positivo para SGB sin

comienzo del parto y membranas integras.

1.6.1.4. Pautas de profilaxis antibiotica

Basandonos en la prevalencia de la colonizacibn en mujeres
embarazadas, aproximadamente entre un 20 y un 25% de ellas tienen
indicaciones de profilaxis intraparto. La duracion y el numero de dosis
administradas antes del parto son factores importantes a la hora de reducir
fracasos en el tratamiento intraparto. La efectividad de la profilaxis intraparto es
del 86-89% cuando la primera dosis se da al menos 4h antes del momento del
parto y de 71% cuando se administra dentro de las dos ultimas horas (Lin y
cols. 2001).

El antibiotico de eleccion es la penicilina G (5 MU + 2,5 MU cada 4 h
hasta la conclusion del parto). La ampicilina es una buena alternativa y la
cefazolina puede utilizarse en pacientes con hipersensibilidad moderada a

beta-lactamicos.
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En casos de hipersensibilidad a penicilina se puede utilizar clindamicina
intravenosa (900 mg cada 8 horas) hasta la conclusién del parto, aunque estos
regimenes parecen incrementar la resistencia in vitro de las cepas de SGB
(Fernandez y cols., 1998; Schauf y cols., 1976; Deveikis y cols., 1977) y hay
pocos datos sobre su efectividad. En casos en los que no se disponga de los
datos de sensibilidad, las recomendaciones de los CDC desaconsejan la
utilizacion de eritromicina por las elevadas tasas de resistencia actuales. (figura
1.4).

Figura 1.3 . Algoritmo de tratamiento de recomendaciones de tratamiento antibidtico para
profilaxis intraparto. 'En caso de pacientes con poco riesgo (que no han presentado en
aplicaciones anteriores de penicilina o cefalosporinas historia de anafilaxia, angioedema,
urticaria o dificultad respiratoria) podria utilizarse a criterio 2 g de Ampicilina IV seguida de 1 g
cada 4 horas (tomado de Alés y cols, 2012)

1.6.2. Manejo del neonato

No se recomienda la administracion de antibioticos a los RNs de madres
colonizadas. Esta estrategia esta asociada a un incremento del 40% en la
mortalidad a pesar de reducir el indice de infeccién por SGB en un 68% (Benitz
y cols., 1999). El procedimiento seguido con los RNs de madres colonizadas,
dependiendo de las circunstancias en que se desarrolla el parto es el siguiente
(figural.5):
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Figura I. 4. Manejo del neonato de madre colonizada por SGB
(Tomado de Alds y cols, 2012).

1.6.3. Inmunoprofilaxis

La implementacion de la profilaxis antibiotica intraparto ha resultado en
una reduccion sustancial de la enfermedad por SGB pero es incapaz de
prevenir la mayoria de las enfermedades de comienzo tardio, los abortos o la
prematuridad relacionados con SGB, ademas de no ser util en la enfermedad

en adultos.

Un titulo bajo de anticuerpos maternos frente a SGB es un factor
determinante en el desarrollo de la infeccion en el nifio. Tedricamente seria
posible prevenir la infeccidbn neonatal por SGB mediante la vacunacion de las
embarazadas, pero este enfoque, aunque prometedor, no esta suficientemente
contrastado para su utilizacion clinica, debido en muchos casos a la
variabilidad de resultados en algunos ensayos (Schuchat, 1999; Baker y cols.,
2003, Schrag y cols., 2002; Paoletti y cols, 2002).
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Los anticuerpos especificos frente a los polisacéridos capsulares de
SGB parecen mostrar proteccion frente a la enfermedad. La respuesta
inmunologica en individuos con anticuerpos preexistentes alcanza
aproximadamente el 100%, pero en individuos no inmunes va del 40% al 85%.
Muchos de los polisacaridos son poco inmundgenos en adultos, por lo que se
han desarrollado conjugados de éstos con toxoide tetanico u otros adyuvantes
que han demostrado ser mas inmundgenos y seguros (Wessels y cols., 1990;
Madoff y cols., 1994). Los ensayos realizados en fase 1 y 2 sobre mujeres
sanas y no embarazadas parecen mostrar que las vacunas con antigenos de
serotipos de SGB asociados a enfermedad son bien tolerados e inmundogenos.
Se estad desarrollando una nueva generacion de vacunas que incorporan
proteinas de superficie y pili de SGB junto a los polisacaridos capsulares, con
lo que podrian ser la solucion al problema de la variabilidad geogréfica de la

distribucion de serotipos capsulares (Rodriguez-Granger y cols, 2011).

La administraciébn de vacunas multivalentes durante el tercer trimestre
del embarazo tedricamente podria lograr una concentracion de anticuerpos
especificos suficiente para proteger al feto de la enfermedad temprana y tardia.
Los anticuerpos generados son del tipo IgG; e IgG, que atraviesan la barrera
placentaria y persisten mas de 10 afos tras la inmunizacion (Baker y cols,
2000). Esto podria eliminar la necesidad del cribado prenatal y la profilaxis

intraparto con su consiguiente coste y potenciales efectos adversos.

Un reto para demostrar la eficacia de la vacuna para prevenir la
enfermedad por SGB es la extensa muestra requerida. Ademas, una de las
dificultades mas importantes es la dificultad para realizar ensayos de la vacuna
es la poblacion a la que va dirigida, que incluye adolescentes, mujeres en edad

fértil y nifios.
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La capacidad de disminuir el riesgo de transmision de SGB en el
momento del parto depende del rendimiento del cribado prenatal entre las
semanas 35 y 37 de la gestacion. Por tanto la confirmacion de la fiabilidad de
dicho cultivo como predictor de la colonizacién intraparto ofrece la posibilidad
de evaluar la eficacia de dicha medida de prevencion. Por otra parte la
comparacion de los métodos tradicionales basados en el cultivo frente a los
métodos moleculares, podria permitir determinar qué técnicas diagnosticas
ofrecen mayores ventajas y por tanto mayores beneficios en la préactica clinica.

La ausencia de colonizacion en un RN de madre portadora de SGB por
una adecuada profilaxis intraparto en la madre con cribado prenatal positivo
hace del cribado universal la mejor estrategia para prevenir la sepsis neonatal
por SGB.

Por ello, los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Determinar a fiabilidad del cultivo en la semana 35-37 como predictor de
la colonizacién intraparto, comparandolo con el cultivo vaginal en el momento

del parto.

2. Comparar la PCR-TR frente al cultivo convencional en medio Granada
como métodos para la deteccion de la colonizacion por SGB en el momento del

parto.

3. Analizar la relacidon entre la detecciéon de SGB mediante cultivo y PCR-

TR con la colonizaciéon en el RN.

4. Analizar la relacién entre la profilaxis intraparto y la colonizacion por
SGB en el RN.



Ill. Material y métodos



Il. 1. Ambito de estudio

La poblacion de estudio estaba constituida por las mujeres gestantes del
Area Sanitaria Norte de Granada con prodromos de parto que acudieron al
Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN), asi como los RN de
madres portadoras de SGB, en el periodo de estudio comprendido entre
octubre de 2004 y junio de 2005.

I11.2. Muestras

1.2.1. Tipo de muestra

Se recogieron muestras de escobillones vaginorrectales en las
madres, tomados en dos momentos:
1. Entre las semanas 35-37 de gestacion, dentro del protocolo de cribado de
portadoras de SGB (en adelante “cribado”).
2. En el momento del ingreso con prédromos de parto (en adelante
“intraparto”).

Se obtuvieron muestras de orina anteparto para el estudio de
bacteriuria asintomética.

Se obtuvieron muestras de frotis oOtico, faringeo y umbilical de los
RNs de madres con cribado positivo para evaluar la colonizacion por SGB en

los mismos.
1.2.2. Recogida y transporte de muestras

Para la toma de muestra vaginorrectal se recogié un escobillon de la
parte baja de la vagina (introito vaginal), seguido de una toma del recto,
introduciéndolo a través del esfinter anal, utilizando un mismo escobillon para
ambas tomas (escobillon vaginorrectal). La muestra intraparto se tomé por
duplicado. Uno de los escobillones se utilizé para realizar el cultivo y el otro
para la PCR-TR. Los escobillones se remitieron al laboratorio en medio de

transporte no nutritivo de Amies.



Para la toma de la muestra de orina se entregaron las siguientes
recomendaciones a las gestantes:
- Utilizar la primera orina de la mafiana
- Utilizar un frasco estéril y no abrirlo hasta el momento de uso
- Si se utilizan frascos con conservantes, seguir las instrucciones
del fabricante
- Paralatoma de muestra:

a) Lavar los genitales externos y zonas proximas con agua Yy
jabdn, enjuagar con agua y secar con una gasa o pafio limpio,
siempre de delante hacia atras

b) Separar los labios vulvares (vaginales) con la mano y
comenzar a orinar, despreciando la primera parte de la orina

c) Orinar en el frasco estéril (aproximadamente 10 ml),
procurando que la orina salga liboremente , sin rozar los

genitales externos

I11.3. Estudio microbiolégico

1.3.1. Cultivo

Los escobillones, tanto los vaginorrectales destinados al cultivo, como de
exudados periféricos de los RNs, se sembraron en tubos de medio Granada y
se incubaron en bafio de agua a 37°C.

Las muestras de orina se inocularon en placa de medio Granada y se

incubaron en anaerobiosis a 37°C.



111.3.1.1. Elaboracion del medio Granada

La composicion del medio Granada (de la Rosa y cols., 1992) es la
siguiente (tabla I11.1):

Tabla lll.1. Férmula para preparacion del medio Granada

Almidén (Merk 1252) 10g
Proteosa peptona n° 3 (BD-Difco 211693) 25¢g
NaH,PO, (Merk 65386) 8,59
MOPS-sal hemisadica (Sigma m-9027) (a. 2-n-morfolino propanosulfénico) 11g
Agua destilada 1L
Suplemento 100X* 10ml
Agar bacteriolégico n° 1 (Oxoid) 10g
pH7,4+0,1

Para la preparacion de 1 L de medio: disolver los componentes en 1L de agua
destilada, calentando suavemente con agitacién, autoclavar a 0,5 atm/ 20 min
(0 1 atm/ 7 min), dejar enfriar a 50-55 °C y afadir 10 ml de suplemento 100X
(tabla 111.2) filtrado y 50 ml de suero de caballo.

Tabla 111.2. Férmula para preparacion del suplemento del medio Granada 100X

Glucosa (Merk 8342) 25¢g
Piruvato sodico (Merk 6619) 10g
MgSO, (Sigma m-7506) 29
Metotrexato sal sédica (Lederle) 6 mg
Cristal violeta (Merk ob 276415) 2mg
Sulfato de colistina (Sigma 1511) 50mg
Metronidazol (Sigma m1547) 100mg
Agua destilada c.S.p. 100 ml

111.3.1.2. Lectura de resultados

Se realiz6 una primera lectura de las muestras a las 18 h para

determinar su positividad:

- Se consideraron positivos aquellos escobillones en los que se observé

el desarrollo de pigmento naranja en el medio.
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- Se consideraron negativos aquellos escobillones en los que no se
observo la aparicion del pigmento naranja (figura Il11.1).

Los cultivos negativos a las 18 h se reincubaron hasta las 48 h en una
estufa a 37°C.

Las muestras que no presentaron pigmento naranja a las 48 h se

consideraron negativas.

Figura lll.1 Crecimiento de SGB en placa y tubo de medio Granada

11.3.2. PCR en tiempo real

111.3.2.1. Extraccion de acidos nucleicos

El escobilléon destinado a la PCR se conservé en su medio de transporte
refrigerado a 4°C.

La extraccion de &acidos nucleicos se realizo con el sistema Qiamp DNA
blood kit (Qiagen). Este método se basa en la propiedad del silica gel de unir
ADN junto con la velocidad de centrifugacion. Previamente se realiza la lisis de
la muestra con tampon AL incluido en el kit. El procedimiento de extraccion fue
el siguiente:

. El escobillon se introdujo en tubos de tapdén de rosca con 600 pl de
solucién salina estéril y se agité con vortex. La suspension se centrifugé 10 min
a 3000 rpm.



. Tras descartar el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 180 ul
de solucion de lisozima (25 pug/ml) y se incubé durante 30 min en bafio de agua
a 37°C para realizar la rotura de la pared bacteriana.

. Se afiadieron 20 pul de proteinasa k y 200 - | de tampdn de lisis AL y se
incub6 en termobloque a 56°C durante 30 min y posteriormente a 95°C durante
10 min para inactivar la proteinasa k.

. Se afadieron 200 pul de etanol absoluto y se agito en vortex.

. El contenido de los tubos se trasfirid a una columna de Qiagen para la
extraccion del ADN y se centrifug6 durante 45 seg a 14000 rpm. Se eliminé el

tubo colector y se sustituyd por uno nuevo.

. Se afiadieron 500 pl de tampon de lavado AWL1 y se centrifugd durante
45 seg a 14000 rpm.
. Se transfirid la columna a tubos nuevos y se afiadieron 500 pul de tampon

de lavado AW2 y se centrifugd durante 3 min a 14000 rpm.

. Se transfirid la columna a tubos nuevos y se centrifugé durante 1 min
para eliminar los restos de etanol.

. Se transfirid la columna a tubos de elucion y se afiadieron 100 - | de
tampon AE (incluido en el kit). Se incubd la columna durante 1-4 min a
temperatura ambiente y se centrifugd durante 1 min a 14000 rpm para obtener

el eluido final que contiene el ADN (figura 111.2)



LISIS (tampén AL, PROTEASA)
10 min / 56°C

+ ETANOL
+ UNION A COLUMNA

2 LAVADOS (tamp6n AW1 + AW?2)

ELUCION (tampén AE)

4@%&@4@‘@—@

ADN BACTERIANO

Figura ll.2. Esquema de extraccién de ADN bacteriano

111.3.2.2. Amplificacion de ADN

Para la amplificacion del ADN a partir del material extraido se empleo
una técnica de PCR-TR utilizando sondas FRET (“fluorescence resonance
energy transference”).

El sistema se compone de dos sondas que se unen a secuencias
adyacentes del ADN diana, separadas entre si por un nucleétido. Una de las
sondas lleva un donador en el extremo 3’ y la otra un aceptor en el extremo 5'.
Cuando las sondas estan hibridadas, los dos fluorocromos estan proximos. Al
ser excitado, el donador transfiere su energia al aceptor que, a su vez, emite la
fluorescencia que detecta el lector del equipo. La deteccidén se realiza en la

fase de hibridacion de cada ciclo de PCR (figura I1.3).
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Transher _,"r]-

Excitation FJJ“ Emission

Figura 111.3. PCR-TR con sondas FRET. A. Sondas y diana de ADN en solucién antes del
paso de hibridacion. B. Hibridacion, transferencia de la energia de resonancia fluorescente y
emision de fluorescencia captada por el fluorimetro

La especificidad de la PCR se determina tras ésta mediante analisis de
las curvas de disociacion y calculo de la Tm (temperatura de disociacion)
especifica. Este paso se lleva a cabo sometiendo el producto de la PCR a
desnaturalizacion a 95°C y posterior renaturalizacion a 40°C. Cuando se
somete la muestra a renaturalizacion, todas las sondas disponibles van a
hibridar con los amplicones; en este momento la fluorescencia emitida es
maxima ya que las sondas estan hibridadas y por tanto, préximas entre si de
forma que la energia de resonancia fluorescente es transferida de la sonda
dadora a la aceptora, la cual emite fluorescencia que es recogida por el
fluorimetro. A medida que aumenta gradualmente la temperatura, se va
produciendo una disminucion lenta de la sefial de fluorescencia, ya que se van
separando las sondas hasta que llega un punto critico en el que este descenso
es abrupto, debido a que el 50% de la sonda se ha separado de los
amplicones. La temperatura la que se produce este descenso brusco se
denomina temperatura de melting o de disociacion (Tm), que se identifica como
el punto mas alto de la derivada negativa de la curva de desnaturalizacion. La
Tm para el fragmento de SGB amplificado con este método es de 59 °C +
2,5°C (figura 111.4).

Muestra positiva —
Muestra negativa —o—o
0.007 1 Muestra positiva débil ------

0.006
0.005

0.008

0.004 4
0.003 4
0.002 4

0.001 1

Fluorescence (-d (F2/BackF1)/dT)

0.000

-0.001

50 52 54 56 S8 60 62 64 66 68 TO T2 74 76 78 80

Temperatura (°C)

Figura lll.4. Curvas de disociacién para SGB
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La diana es el gen cfb que codifica para el factor CAMP. La pareja de
cebadores y sondas utilizados fueron desarrollados por Ke y cols (2000) (tabla
11.3).

Tabla 111.3. Cebadores y sondas usados en la PCR-TR

Nombre Secuencia Poseir;éennen m*
Cebador SGE- TTTCACCAGCTGTATTAGAAGTA 369 57,4
CEbag"ErVSGB' GTTCCCTGAACATTATCTTTGAT 522 57,4

Sonda SGB-FLU AAGCCCAGCAAATGGCTCAAA-FAM 447 60,6
SOT&?SB' LC640-GCTTGATCAAGATAGCATTCAGTTGA 469 64,6

*Temperatura de melting o de disociacion (°C); FAM, 6-fluoresceina; LC640, LightCycler® Red 640

Los cebadores y sondas fueron sintetizados por Tibmolbiol (Berlin,
Alemania)

La PCR-TR se llevo a cabo en un equipo Ligthcycler® 1.2. (Roche
Diagnostics GMBh, Mannheim, Alemania), con el kit de amplificacion de ADN
genérico Lightcycler® Faststart DNA Master”“s HybProbe (Roche Diagnostics).
La preparacion de la mezcla de reaccion se llevo a cabo con 4 pul del reactivo 1
del kit (enzima Tagq DNA polimerasa, tampon de reaccion y dNTPs), 6 pl de
agua estéril, 0,5 pl de cada cebador a 20 uM (concentracién final: 0,5 uM) y 2
pl de cada sonda SGB-LC640 y SGB-FLU a 2 uM (concentracion final: 0,2 uM).
A cada capilar se afiadieron 15 - | de la mezcla de reacciéon y 5 - | del ADN
extraido para obtener un volumen final de 20 - |. Se cerraron con tapon y
centrifugaron los capilares durante 5 s para introducir la mezcla de reaccién en
los mismos.

El aparato se programé con el siguiente método:

- Desnaturalizacion y activacion de la Tag DNA polimerasa a 96°C / 10 min.
-PCR: 50 ciclos de desnaturalizaciéon 96°C/ 10 s, hibridaciéon a 55°C/ 10 s y
extension a 72°C/ 20 s. La fluorescencia emitida por la sonda SGB-LC640 en la

fase de hibridacion de cada ciclo se lee en el canal F2 (640 nm).
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-Analisis de las curvas de disociacion y calculo de la Tm: desnaturalizacion a
95°C/ 0 s seguido de renaturalizacion a 40°C/ 30 s, y posterior aumento
progresivo de la temperatura (rampa de 0,2°C/s) hasta 85°C con monitorizacion
continua de la fluorescencia en el canal F2. El andlisis posterior de la curva de

disociacion te da la Tm.
111.3.2.3. Obtencién e interpretacion de resultados
Se considero que la PCR fue positiva cuando se detectaba una curva de

fluorescencia tipica con un ciclo umbral de deteccion (Cp, “cropssing point”)
comprendido entre 18 y 49 y una Tm de 59 °C + 2,5°C.

I11.4. Registro de datos y analisis estadistico

I11.4.1. Registro de datos

Se elaboré una base de datos con el programa File Maker Pro (version
5.0) en la que se recogieron los datos de las mujeres gestantes y RN incluidos
en el estudio. Los datos recogidos se exportaron a una hoja de calculo MS

excel (MS office XP) para su posterior estudio estadistico.
111.4.1.1. Datos demograficos

En la base de datos se recogieron datos demograficos como nombre,
apellidos, edad y numero de historia clinica de la madre y del nifio en el caso
de madres colonizadas.

111.4.1.2. Datos clinicos

Se realizd una revision de las historias clinicas de las gestantes y se

recogieron los siguientes datos:
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- Datos del parto y profilaxis intraparto en el caso de haberse
realizado: profilaxis completa o incompleta, antibidtico utilizado y motivo de la
profilaxis. La profilaxis intraparto se realiza mediante la administracion
intravenosa de penicilina o ampicilina cada 4h hasta la conclusiéon del parto. Se

define como profilaxis completa aquella en la que se administran 2 o mas dosis

durante al menos 4 h y como profilaxis incompleta aquella que se realiza

durante menos de 4 h y en la que se administran so6lo una dosis de antibiético.
- Datos del parto : tipo de parto, o ceséarea en el caso de realizarse.

- Datos de los RNs : peso, prematuridad.

111.4.1.3. Datos microbiolégicos

- Datos del cultivo de muestras anteriores a la fecha de ingreso para
la investigacion de SGB (fecha, dias de gestaciéon, numero de muestra y
resultados del cultivo):

- Resultado de SGB en el urocultivo.

- Muestra vaginorrectal para cribado entre la semana 35-37 de la
gestacion: numero de muestra, dias de gestacion en el momento de la
toma y resultado de SGB. Los resultados fueron codificados como
positivo, negativo o desconocido.

- Datos de la muestra vaginorrectal intraparto : fecha, dias de
gestacion, numero de muestra y resultados del cultivo y PCR para deteccion de
SGB. Los resultados fueron codificados como positivo 0 negativo.

- Datos de los cultivos periféricos (6tico, umbilical y faringeo) de los

RNs de madres colonizadas : numero de muestra y resultados de SGB. Los

resultados fueron codificados como positivo 0 negativo.

I11.4.2. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante la utilizacion del
paquete estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois).



111.4.2.1. Analisis descriptivo

Se realizd estadistica descriptiva de los datos demograficos,
epidemioldgicos y microbiolégicos. Se determind la media con el intervalo de
confianza del 95% (ICgs) para las variables numéricas.

Para la evaluacion de la influencia del periodo transcurrido entre el
cultivo prenatal y el momento del parto en la sensibilidad del cribado para
detectar colonizacion por SGB, se agruparon los periodos en 3 grupos por
intervalos de semanas: 1-2 semanas; 3-5 semanas y mas de 5 semanas. Como
medida de tendencia central se calculo la media y como medida de dispersion

se calculé la amplitud intercuartilica.

11.4.2.2. Comparacion de los datos clinico-epidemiolégicos con los
resultados microbioldgicos

Los datos clinico-epidemioldgicos se compararon con los resultados
microbiolégicos mediante analisis bivariante utilizando chi cuadrado para
variables cualitativas y t de Student (o test no paramétricos de Mann-Whitney

cuando fue necesario) para variables cuantitativas como edad o peso.

Los intervalos de confianza se calcularon para el 95% (ICgs) y los

contrastes estadisticos se consideraron significativos para una p < 0,05.

Cuando el numero de alternativas de respuesta de una de las variables
comparadas en una tabla de contingencia en un andlisis era mayor de dos,
se utilizaron los residuos tipificados corregidos para identificar entre qué
categorias se producen las diferencias significativas, considerando como
significativos aquellos valores fuera del rango -1,96, 1,96 (Rodriguez, 2004).

También se realiz6 el andlisis de la razén de probabilidad para un
resultado positivo (likelihood ratio o LR+). La magnitud de la LR indica la
capacidad de una determinada prueba para confirmar o excluir un diagnaéstico,
midiendo cuanto mas probable es un resultado positivo segun la presencia de

enfermedad, o en nuestro caso la condicion de portadora. Es, en definitiva, el
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cociente entre la fraccion de verdaderos positivos (sensibilidad) y la fraccion de
falsos positivos (1-especificidad):

Sensibilidad
LR+ =

1-Especificidad

111.4.2.3. Comparacion de técnicas para deteccion de SGB

Se tomd el cultivo en el momento del ingreso por parto en curso como
técnica de referencia para determinar la sensibilidad, especificidad y valores

predictivos del cribado y de la PCR-TR en el momento del parto.

Como medida para determinar el grado de concordancia entre técnicas
se utilizo el indice kappa, siguiendo la clasificacion de Landis y Koch (Landis y
Koch, 1977) (tabla 111.4).

Tabla Ill. 4. Clasificacién del grado de acuerdo del indice kappa segun la clasificacion de
Landis y Koch (Landis y Koch, 1977)

Kappa Grado de concordancia

<0 Sin acuerdo
0-0,2 Insignificante
0,2-0,4 Bajo
0,4-0,6 Moderado
0,6 - 0,8 Bueno
0,8-1 Muy bueno

Ademas se determind la sensibilidad y los valores predictivos del cribado
en funcién del tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y el momento del
parto. Para ello, este periodo se categoriz6 en semanas y se compararon los

resultados del cribado con el cultivo intraparto.



IV. Resultados
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IV.1. Resultados globales

Durante el periodo de estudio se recibieron 2702 muestras de gestantes
que ingresaron en el Servicio de Urgencias del HUVN por prédromos de parto o

parto en curso.

La tasa de colonizacion determinada por los datos del cultivo intraparto
fue del 16,6% (tabla IV.1).

Tabla IV.1. Resultados del cultivo de SGB en el momento del parto en 2702 gestantes
(octubre 2004-junio 2005)

SGB intraparto N (%)
Positivo 449 16,6
Negativo 2253 83,4
Total 2702 100

Se conocia la edad de las gestantes en 855 casos. La edad media de las
gestantes fue de 29,8 afos (ICgs: 29,4-30,1), dentro de un rango entre 13y 44
afios. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
resultado del cultivo en el momento del ingreso entre las gestantes por edad
(p=0,09).

IV.2. Validacion del cribado como predictor de la
colonizacién intraparto

Se obtuvieron los datos del cultivo para el cribado de SGB en la semana
35-37 de 1808 gestantes. En 896 casos (33,1%) no se pudo obtener el dato del
cribado prenatal.

La distribucion de los casos en funcién del resultado del cribado prenatal

fue la que se muestra en la tabla IV.2



RESULTADOS

Tabla IV.2. Resultados del cribado de SGB en la semana 35-37  de gestacién en 1808
gestantes (octubre 2004-junio 2005)

SGB cribado N (%)

Positivo 292 16,1
Negativo 1516 83,9
Total 1808 100,0

Comparando estos resultados con el cultivo intraparto se obtienen los
datos recogidos la tabla IV.3.

Tabla IV.3. Comparacion del cribado con el cultivo intraparto para la deteccion de SGB
en 1808 gestantes

SGB cribado
. Total
SGB intraparto Positivo Negativo
n % n % n %
Positivo 250 13,8 56 3,1 306 16,9
Negativo 42 2,3 1460 80,7 1502 83,1
Total 292 16,1 1516 83,8 1808 100

De los datos obtenidos se deduce que la sensibilidad del cribado
prenatal respecto al cultivo intraparto es de 81,7%, la especificidad de 97,2%,
su valor predictivo positivo 85,7% y su valor predictivo negativo es del 96,3%.

El valor de la LR+ fue de 29,2, lo que indica que la probabilidad de una
gestante de estar colonizada por SGB en el momento del parto es 29,2 veces
mayor si el resultado del cribado es positivo que si es negativo.

El analisis de la concordancia entre ambas técnicas dio un indice kappa
de 0,804. Existen 98 casos (5,4% del total) en los que se obtiene discrepancia
entre los resultados de ambos cultivos. Un 3,7% de los casos con cribado
negativo (56/1516) dio positivo el cultivo intraparto frente a un 2,8% de los

casos con cultivo intraparto negativo (42/1502) que dio positivo el cribado.
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IV.2.1. Evaluacién de la influencia del periodo transcurrido
entre el cribado y el momento del parto en la prediccion de la

colonizacion por SGB intraparto

Se recogieron datos de la fecha de toma de la muestra de cribado e
intraparto. Se hicieron 3 grupos atendiendo a la diferencia en semanas entre la
realizacion del cribado y el momento del parto:

Grupo I: 1-3 semanas
Grupo IlI: 3-5 semanas
Grupo IlI: >5 semanas

De los 1808 casos, la toma de muestra para el cribado se hizo como
media 3,73 semanas antes del parto (ICos: 3,59-3,86). La amplitud
intercuartilica fue de 3, lo que supone que el 50% de los cribados se realizaron
alrededor de la tercera semana antes del parto.

La tabla 1V.4 muestra los resultados obtenidos en el cribado segun el
periodo trascurrido entre éste y el momento del parto, asi como el porcentaje
de deteccion mediante la técnica de referencia en las mujeres analizadas y los

valores de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos del cribado.

Tabla IV.4. Evaluacion del rendimiento del cribado de SGB segun el periodo transcurrido

entre el mismo y el parto

CULTIVO POSITIVO?!

GRUPO Total S E VPP VPN
CR IP
| 107 (15,97%) 111 (16,56%) 670 81,98 97,13 85,04 96,44
I 160 (15,92%) 172 (17,14%) 1003 83,13 97,95 89,37 96,55
I 25(18,51%) 23 (17,03%) 135 69,56 91,96 64,00 93,63

"n (%); CR, cribado; IP, cultivo intraparto; S, sensibilidad (%); E, especificidad (%); VPP, valor predictivo

positivo (%); VPN, valor predictivo negativo (%)

El analisis de las discrepancias entre los resultados del cribado y del

cultivo intraparto en funcion del periodo transcurrido entre la toma de muestra
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para ambas determinaciones demostré diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos establecidos (tabla IV.5)

Tabla IV.5. Discrepancias entre los resultados del cribado y el cultivo intraparto por

grupos de periodo transcurrido entre ambas determinaciones en 1808 gestantes

CR +/IP - CR-/IP + Total p
GRUPO n

n % N % n %
| 670 16 2,38 20 2,98 36 5,37
1 1003 17 1,69 29 2.89 46 4,58 0,002
1] 135 9 6,66 7 5.18 16 11,85
Total 1808 42 2,32 56 3,09 98 5,42

CR, cribado; IP, cultivo intraparto

El analisis de los residuos corregidos demostré6 que esta discordancia
era significativamente mayor cuando la diferencia entre el cribado y el cultivo

intraparto superaba las 5 semanas.

IV.3. Estudio del urocultivo como predictor de la

colonizacién por SGB

De las 2702 gestantes, el urocultivo prenatal fue positivo para SGB en 225
(8,3%) casos (tabla IV.6). La concordancia entre el urocultivo durante el

embarazo y el cultivo intraparto fue baja (tabla IV.6).

Tabla IV.6. Comparacion entre el cultivo intraparto y el urocultivo para la deteccion de
SGB en 2702 gestantes

SGB INTRAPARTO
UROCULTIVO Total S E VPP VPN

Positivo  Negativo

indice
Kappa

Positivo 147 78 225
65,33 87,8 32,73 96,53 0,363

Negativo 302 2175 2477

Total 449 2253 2702
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Tampoco se obtuvo una buena concordancia entre el urocultivo y el
cribado (tabla I1V.7).

Tabla IV.7. Comparacion entre el cribado y el urocultivo para la deteccién de SGB en

1808 gestantes

CRIBADO indice
UROCULTIVO N _ Total K
Positivo Negativo appa
Positivo 113 54 167
0,425
Negativo 179 1462 1641
Total 292 1516 1808

IV.4. PCR en tiempo real

Se evaluaron por PCR-TR 100 muestras vaginorrectales intraparto, 50
positivas y 50 negativas. En 51 muestras el resultado de PCR fue positivo. El
Cp oscilé entre 24,64 y 45,31, con una media de 34,87 + 5.72 (ICgs: 33,04-
36,71) (figura IV.1).
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Figura IV.1 Curvas de fluorescencia de PCR-TR de SGB.

SGB 1-7: muestras positivas para SGB; CP SGB: control positivo; CN: control negativo
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Para el proceso de extraccion del material genético se empled un tiempo
total de aproximadamente 70 min. En la preparacion de la mezcla de reaccion y
dispensacion de las muestras se emplearon aproximadamente 10 min. La PCR
y analisis de la Tm dura aproximadamente 1 h y 30 min, por lo que el tiempo

total para la realizacion de la técnica de PCR fue aproximadamente de 3 h.

El tiempo necesario para dar un resultado parcial mediante cultivo en

medio Granada es de 18 h y para un informe negativo definitivo de 48 h.

En ambos casos, la lectura tras el proceso es inmediata. Sin embargo, el
tiempo de manipulacion empleado en una u otra técnica es opuesto al
requerido para obtener un resultado. Mientras que el cultivo de medio Granada
no requiere una manipulacion superior a escasos minutos, el tiempo de
manipulacion empleado para realizar la PCR es muy superior, estimandose que

con el método empleado en este estudio es de mas de 1 h.

IV.4.1. Comparacion entre el cultivo intraparto y la PCR en

tiempo real

Al comparar los resultados de la PCR-TR con el cultivo intraparto se

demostré una buena concordancia entre ambas técnicas (tabla 1V.8).

Tabla 1V.8. Resultados del cultivo intraparto y la PCR-TR para deteccion de SGB en 100

muestras ensayad as

PCR-TR indice
Total Kappa
Positivo Negativo PP
CULTIVO Positivo 46 4 50
INTRAPARTO Negativo 3 47 50 0,86
Total 49 51 100

En 4 casos (8%) con cultivo positivo, la PCR-TR fue negativa, y en 3
casos (6%) con cultivo negativo, la PCR-TR fue positiva. Por tanto, la
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sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la PCR-TR fueron del 92%, 94%,
93,9% y 92,1%, respectivamente.

IV.5. Profilaxis antibiética intraparto

Un total de 407 mujeres recibieron profilaxis intraparto, 232 (57%)
incompletas (1 dosis de antibiético) y 175 (43%) completas (=2 dosis).

Los motivos por los que se administré profilaxis intraparto en las
gestantes, reflejados en las historias clinicas de las mismas, fueron los
siguientes (tabla IV.9):

- Cultivo para SGB positivo en el cribado de la semana 35-37

- Urocultivo positivo en algan momento de la gestacion

- Resultado del cribado desconocido o no realizado por parto prematuro
- Resultado del cribado desconocido y rotura de membranas > 18 h.

- Resultado del cribado desconocido y fiebre intraparto >38°C

- Cultivo positivo para SGB en el momento del parto

Tabla IV.9. Motivos de profilaxis antibiotica intraparto en 407 de las 2702 gestantes

MOTIVO DE LA PROFILAXIS PROFILAXIS INTRAPARTO TOTAL
COMPLETA INCOMPLETA n (%)
No consta 10 11 21 (5,16)
SGB desconocido o parto prematuro 6 10 16 (3,93)
SGB desconocido + bolsa rota > 18 h 9 2 11 (2,7)
SGB desconocido o fiebre > 38°C 0 1 1(0,25)
SGB + intraparto 7 10 17 (4,18)
SGB + urocultivo 53 90 143 (35,1)
SGB + cribado 90 105 195 (47,9)

Total 175 232 407 (100)
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En 8 casos (1,96%) se aplico profilaxis a gestantes con todos los cultivos
negativos para SGB. El 86% de las mujeres con cribado desconocido y

presencia de factores de riesgo recibio profilaxis antibiotica intraparto.

El antibiético mas utilizado en la profilaxis intraparto fue la ampicilina,

seguida de la cefotaxima (tabla 1V.10).

Tabla IV.10. Antibiéticos usados en la profilaxis intraparto de 407 gestantes

. PROFILAXIS INTRAPARTO
Antibiotico Total %

INCOMPLETA % COMPLETA %

Desconocido 5 2,16 3 1,71 8 1,97
Penicilina 1 0,43 0 0 1 0,25
Ampicilina 210 90,52 169 95,57 379 93,12
Cefotaxima 13 5,60 0 0 13 3,19
Eritromicina 2 0,86 3 1,71 5 1,23
Amoxicilina 1 0,43 0 0 1 0,25
Total 232 57 175 43 407 100

IV.6.1. Relacién entre la profilaxis intraparto y el estudio
prenatal de SGB

IV.5.1.1. Relacién entre la aplicacion de profilaxis intraparto y cribado de
SGB

Por los datos de laboratorio analizados, se obtuvieron 292 resultados
positivos de cribado, de los cuales, el 79,8% (n= 233) correspondian a mujeres
que recibieron profilaxis intraparto, de las que el 55,8% fueron incompletas y
en el 44,2%, completas. Los datos de profilaxis respecto al resultado del

cribado se muestran en la tabla IV.11.
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Tabla IV. 11. Resultado del cribado de SGB en las 407 gestantes que recibieron profilaxis

intraparto.

PROFILAXIS INTRAPARTO

CRIBADO INCOMPLETA  COMPLETA TOTAL p
n % n % n %
Positivo 130 55,8 103 44,2 233 100
Negativo 33 62,3 20 37,3 53 100 0,692
Desconocido 69 57 52 43 121 100
Total 232 57 175 43 407 100

No se demostraron dichas diferencias entre el resultado del cribado y el
tipo de profilaxis (completa o incompleta) realizada.

De las 407 mujeres que recibieron profilaxis, en 121 se desconocia el
resultado del cribado. De ellas, el cultivo intraparto fue positivo en 96 casos (44

profilaxis incompleta y 52 profilaxis completa) y negativo en 25.

IV.6.1.2. Relacion entre aplicacion de profilaxis intraparto y

urocultivo positivo frente a SGB

En 174 casos en los que se administrd profilaxis intraparto, el urocultivo
fue positivo (tabla 1V.12), lo que supone el 42,75% de las madres que
recibieron profilaxis. De estas, la profilaxis administrada fue incompleta en un
48,71% y completa en un 36,8% de los casos.

Segun lo registrado en las historias clinicas, un 63,5% (33 de 52) de las
mujeres con urocultivo positivo como criterio Unico para la administracion de
profilaxis intraparto recibieron dicha profilaxis.

Se demostraron diferencias estadisticamente significativas entre el
resultado del urocultivo y el grado de profilaxis (incompleta o completa)
realizada. Hubo un porcentaje significativamente mayor de mujeres con

urocultivo positivo que recibieron profilaxis incompleta (tabla 1V.12).
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Tabla IV.12. Relacidn entre la aplicacion de profilaxis intraparto y el resultado del

urocultivo (n=407)

INCOMPLETA COMPLETA TOTAL p
UROCULTIVO
n % N % n %
NEGATIVO 119 51,29 114 65,14 232 57,25
0,007
POSITIVO 113 48,71 61 34,86 174 42,75
TOTAL 232 100 175 100 407 100

IV.6. Resultado en el recién nacido

Durante el periodo de estudio se recogieron los datos de los cultivos
periféricos de los RNs de madres colonizadas por SGB o con resultado
desconocido. No se registré ninguna sepsis neonatal precoz por SGB en la

poblacion estudiada.

El peso medio de los RNs fue de 3259 g (ICgys. 3265,52-3259,22). No se
demostraron diferencias significativas al comparar el peso del RN y la
colonizacion materna por SGB determinada en el cribado (p= 0,317) o en el

momento del parto (p=0,283).

Se produjeron 39 partos prematuros entre las 2702 gestantes. Se
analizé la relacion entre la colonizacion por SGB y el parto prematuro,
comparando los datos de prematuridad con el cultivo intraparto y con el cribado
(15 prematuros de 1808 gestantes). El porcentaje de prematuridad fue
significativamente mayor entre las mujeres colonizadas, tanto en la semana 35-

37 de gestacion como en el momento del parto (tabla 1V.13).
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Tabla IV.13. Relacidn entre colonizacion por SGB y pr  ematuridad
. Prematuridad
Cultivo SGB . Total (n) p
No (n) Si [n (%)]
Cribado positivo 281 11 (3,8) 292
<0,001
Cribado negativo 1512 4 (0,3) 1516
Total 1793 15 (0,8) 1808
Entraparte positivo 422 27 (6) 449
<0,001
Entraparte negativo 2241 12 (0,5) 2253
Total 2663 39 2702

IV.6.1. Cultivos periféricos

Se realizaron cultivos de exudados periféricos de 265 RN, siendo

positivos para SGB en alguna de las localizaciones en 39 casos (14,7%). La

tabla IV.14 muestra los resultados de los cultivos periféricos en relacién con los

resultados de estudio de colonizacién en la madre.

Tabla 1V.14. Resultados del estudio de colonizacién por SGB en 265 RN

SGB MATERNO*

SGB recién nacido Total
Positivo Negativo

Positivo 37 39

Negativo 166 226

Total 203 265

*Resultado SGB en cribado y/o cultivo intraparto

El 95% de los resultados positivos correspondié a madres colonizadas

por SGB (p= 0.001). De los 62 RN de madres no colonizadas, 2 fueron

positivos a SGB, aunque en una sola de las 3 localizaciones periféricas en

ambos casos.
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Se analizaron los datos de los cultivos de los 203 RN de madres
colonizadas por SGB, detectado mediante cultivo en la semana 35-37 de
gestacion y/o en el momento del parto. En 37 casos (18,2 %) el cultivo fue
positivo en al menos uno de los exudados periféricos. La muestra en la que se
detect6 mas frecuentemente SGB fue el exudado Otico. Los resultados
obtenidos en dichos cultivos se muestran en la tabla 1V.15.

Tabla IV.15. Resultados del cultivo de exudados periféricos de SGB en 203 RN de madres

colonizadas
Tipo de exudado SGB positivo[n (%)]
Otico (n= 203) 28 (13,8)
Faringeo (n= 203) 18 (8,9)
Umbilical (n= 203) 18 (8,9)

El exudado otico fue positivo en el 75,7% y los exudados faringeo y

umbilical en el 48,6%, cada uno, de los RN colonizados.

Por n° de localizaciones, se observé una mayoria de RN colonizados

con una sola localizacion positiva (56,7%) (tabla 1V.16).

De los positivos de cada tipo de exudado, el 42,9%, 33,3% y 16,7% de
los exudados 6tico, faringeo y umbilical, respectivamente, lo fueron a esa Unica

localizacion.
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Tabla IV.16. Deteccién de SGB en los exudados periféricos de 37 RN colonizados

distribuidos por n° localizaciones positivas

N° localizaciones  Tipo de muestra Positivos [n (%)*] Total [n (%)*]
Otico 12 (32,4)
1 localizacién Faringeo 6(16,2)
Umbilical 3(8,1)
Total 21 (56,7) 21 (56,7)
Otico + Faringeo 1(2,7)
2 localizaciones Otico + Umbilical 4 (10,8)
Faringeo + Umbilical 0 (0)
Total 5 (13,5) 5 (13,5)
3 localizaciones S:ch)mw;;aringeo * 11 (29,7) 11 (29,7)
Total 37 (100)

*06 respecto al n° total de positivos

IV.6.2. Relacidon entre profilaxis intraparto, colonizacion

materna y colonizacién del RN

De las 449 madres en las que se detectd SGB intraparto, en 174 casos
se disponia de los datos de profilaxis y de cultivos periféricos en el RN. En 156
casos de madres con profilaxis, se detectaron 32 (20,5%) de RN positivos,
frente a 3 (16,7%) positivos de 18 madres sin profilaxis. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de los cultivos

periféricos y la aplicacion o no de profilaxis en la madre (p= 0,700).

Sin embargo, en los 156 casos en los que se administré profilaxis
intraparto, se observé que la colonizacion por SGB fue significativamente
mayor en los RN de madres colonizadas que recibieron profilaxis incompleta
(tabla 1V.17).
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Tabla IV. 17. Relacién entre el tipo de profilaxis intraparto administrada en 156 madres

colonizadas y la deteccion de SGB en el RN

o SGB en el RN
Profilaxis
n Positivos (%)
Completa 68 9(13,2)
0,048
Incompleta 88 23 (26,1)
Total 156 32 (20,5) 156

Igualmente, al estudiar la relacion entre el tipo de profilaxis en la madre y
el grado de colonizaciébn en el RN, medido por el n° de localizaciones
periféricas positivas en cada uno, se observaron diferencias estadisticamente
significativas. La deteccion de SGB en mas de uno de los exudados periféricos
paso del 1,5% en los RN de madres que recibieron profilaxis completa a un
13,6% en los RN de madres con profilaxis incompleta (tabla 1V.18).

Tabla IV. 18. Relacién entre el tipo de profilaxis intraparto administrada en 156 madres

colonizadas y el grado de colonizacion por SGB del RN

Numero de localizaciones positivas [n (%)]

Profilaxis Total P
0 1 >1
Completa 59 (86,8) 8 (11,8) 1(1,5) 68
0,022
Incompleta 65 (73,9) 11 (12,5) 12 (13,6) 88
Total 124 (79,5) 19 (12,2) 13 (8,3) 156

IV.6.3. Relacién entre cribado prenatal, cultivo y PCR

intraparto y colonizacién del RN

También se analizaron los resultados de PCR y se compararon con los
resultados del RN. Sdlo se dispone de 7 casos en los que la madre tuviera

realizada la investigacion de SGB por cultivo intraparto y PCR y ademas se
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dispusiera de los datos de profilaxis y resultados del estudio de SGB en

exudados periféricos (tabla IV.19).

Tabla 1V.19. Resultados de PCR, cultivo prenatal intraparto y tipo de profilaxis intraparto

en relacién con el resultado del estudio de colonizacién en el RN en 7 casos

2';50 PCR IP CR ucC Profilaxis Periféricos Positivos

1 + + NC NC COMPLETA Otico

2 + + NC + COMPLETA Otico

3 + + NC NC INCOMPLETA Otico

4 - - NC NC NO Otico

5 + + NC + INCOMPLETA Otico+Faringeo+Umbilical
6 + + + NC INCOMPLETA Faringeo

7 + - + NC NO Otico+Umbilical

IP, cultivo intraparto; CR, cribado; UC, urocultivo; +, positivo; -, negativo; NC, no consta

Aungue el n° de casos estudiados es bajo, se puede observar que en los
dos casos en los que el RN tiene SGB en mas de una localizacién, el resultado
de SGB en la madre fue positivo por PCR (casos 5y 7). En el caso 5, el alto
grado de colonizacion en la madre (urocultivo, PCR y cultivo intraparto
positivos) se relacion6 con un alto grado de colonizacion en el RN. En el caso
7, sin embargo, no hubo concordancia en los resultados intraparto por las dos
técnicas, siendo el cultivo negativo. En este caso el cribado habia sido positivo,
no constaba realizacion del urocultivo en el embarazo, y en el RN dos de las 3

localizaciones periféricas fueron positivas.

En el Unico caso en el que la PCR fue negativa, el cultivo intraparto fue
también negativo y no se realizdé o no se disponia de los datos del cribado y
urocultivo antenatal. El resultado positivo a SGB en el exudado 6tico en el RN
de dicho caso, podria explicar un fallo de las técnicas microbiolégicas o bien

contaminacion de la muestra al realizar la toma y/o la siembra.
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IV.6.4. Relaciébn entre el antimicrobiano utilizado vy

colonizacion del RN

En cuanto al antimicrobiano utilizado, no se demostraron diferencias
significativas en la tasa de colonizacion en funcion del tipo de antibiotico (tabla
IV.20). No obstante, en este estudio mas del 93% de las pacientes recibieron
profilaxis con ampicilina, por lo que el efecto que el tipo de antimicrobiano

pudiera tener en la colonizacion del RN no se puede valorar con precision.

Tabla 1V.20. Relacion entre la colonizacion en el RN y el tipo de antimicrobiano usado en

la profilaxis intraparto en 215 casos

Cultivo periférico [n (%)]

Antimicrobiano Total [n (%)] p
Negativo Positivo

Otros 10 (5,52) 1 (2,94) 11 (5,11)

Ampicilina 171 (94,47) 33 (97,06) 204 (94,88) 0,53

Total 181 (84,19) 34 (15,81) 215 (100)
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Streptococcus agalactiae sigue siendo una de las principales causas de
morbi-mortalidad entre los RNs en ausencia de medidas de prevencion.

La influencia de factores como la edad en la tasa de colonizacion
materna no esta totalmente comprobada. Algunos estudios relacionan la mayor
edad de la paciente con una mayor tasa de colonizacién (Islam, 1981; Regan y
cols, 1991, Schrag y cols, 2000) sin embargo en otros estudios no se observan
estas diferencias (Jauréguy y cols, 2003, Valkenburg-van den Berg y cols,
2006). En nuestro estudio no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de colonizacién de las gestantes por edad . A pesar de
qgue el tipo de muestra y la poblacién sobre la que se realizan los estudios es
similar, el tamafio de muestra o las diferencias en la estratifiacion de la misma

pueden explicar en parte la discrepancia entre estos estudios.

Las tasas de colonizacion de las madres gestantes a nivel mundial
oscilan entre un 10 y un 40% segun los estudios (Edwars y Baker, 2010). Este
porcentaje de colonizacion esta influido por la poblacion estudiada, el nimero
de lugares anatomicos muestreados y el método de deteccion utilizado (Meyn y
cols, 2009). En nuestra poblacién, durante el periodo de estudio analizado, se
ha detectado una tasa de colonizacion de un 16,6%. En Espafa, el 11-18,2%
de las gestantes son portadoras vaginales y/o rectales de SGB (Al6s y cols,
2012). Estudios realizados previamente en nuestro laboratorio registraron tasas
de colonizacién vaginal intraparto del 12% (Sanchez Pérez, 1996). El
porcentaje obtenido en el presente trabajo es mayor, probablemente porque las
muestras utilizadas fueron vaginorrectales, mientras que en el estudio anterior
eran exudados vaginales. Se sabe que el exudado vaginorrectal es una
muestra mejor para la deteccidén de colonizacién por SGB que el vaginal solo
(Daniels y cols, 2010, CDC, 2010).
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V.1. Validacién del cribado prenatal como predictor

de la colonizacioén intraparto

La sensibilidad del cribado prenatal en este estudio fue de 81,69%, la
especificidad de 97,02%, su valor predictivo positivo del 85,7% y su valor
predictivo negativo del 96,3%.

La siembra directa en medios diferenciales proporciona crecimiento e
identificacion en un solo paso, por lo que el resultado puede estar disponible en
un menor periodo de tiempo. Las recomendaciones de los CDC aceptan como
alternativa de subcultivo tras enriquecimiento selectivo en medio liquido, el
empleo en medios diferenciales como el medio Granada, o bien la inoculacion
directa de la muestra en medio Granada liquido que contribuye al
enriquecimiento y permite una identificacion mas rapida (CDC, 2010). Estudios
anteriores obtienen tasas de colonizacion similares a las que presentamos en
este estudio, mientras que los valores de sensibilidad, especificidad, y valores
predictivos del cribado frente al cultivo intraparto son similares o algo inferiores
tras realizar enriquecimiento selectivo en medio liquido (Yancey y cols., 1996;
Valkenburg-van den Berg y cols., 2006; Kovavisarach y cols de 2008; Towers y
cols, 2010). Las recomendaciones espafolas de 2012 aceptan como alternativa
la siembra directa en medio Granada para el cribado prenatal, siempre que se
realicen estrictos controles de calidad del medio (Al6s y cols, 2012) y algunos
estudios previos han mostrado tasas de sensibilidad y especificidad elevadas al
comparar siembra directa en medio Granada frente al enriquecimiento en

medio liquido (Rosa-Fraile y cols, 1999; Gupta y cols, 2004).

En algunas ocasiones las gestantes reciben un cuidado prenatal
insuficiente, y no se dispone de los datos del cribado vaginorrectal en el
momento del parto. En un 33,1% de los casos estudiados no se conocia el
resultado del cribado prenatal para SGB, bien por no haber registro del mismo
o por no haberse realizado. En estos casos, el cultivo intraparto resultd positivo
en un 16%. El indice de concordancia del cribado prenatal y el cultivo intraparto

fue de 0,804, lo que indica un grado de acuerdo muy bueno, por lo que el
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cribado prenatal puede considerarse como un buen predictor del estado de
colonizacion de la gestante en el momento del parto.

El estado de portadora de SGB puede ser transitorio (Anthony y cols,
1981; Dillon y cols, 1982; Boyer y cols, 1983). En este trabajo se observa que
en un 3,1% de las gestantes el resultado del cribado es negativo y el del cultivo
intraparto positivo. Estudios similares obtienen un porcentaje de falsos
negativos del cribado prenatal del 9,8%, observando una diferencia del 4%
entre portadoras en el cribado y en el momento del parto, que achacan a una
toma o transporte inadecuado de la muestra (Towers y cols., 2010).

Por otra parte, un 2,3% (42 casos) con cribado positivo fueron negativos
en el cultivo intraparto. Esto pudo deberse a diversos factores, la diferente
calidad en la toma de muestra en el cribado y en el momento del parto, la
caracteristica colonizacion intermitente del SGB, etc. Aquellos casos en los que
el resultado del cribado fue negativo y el cultivo intraparto positivo podrian
considerarse falsos negativos de la técnica de cribado. Considerando un
porcentaje de portadoras del 16,6% en nuestra poblacion, y que alrededor de
un 2% de los RNs de madres portadoras que no reciben profilaxis intraparto
pueden desarrollar enfermedad neonatal, teéricamente un 0,1 de cada 1000
RNs estarian a riesgo de desarrollar enfermedad neonatal debido a un fallo en

la técnica del cribado.

Otro de los puntos criticos a considerar para que el cribado sea eficaz es
el momento de la toma de las muestras. En muchos casos, las discrepancias
entre los resultados del cribado antenatal y el cultivo en el momento del parto
estan relacionadas principalmente con el tiempo que transcurre entre ambas
tomas (Conellan y cols, 2000). En este trabajo se observé que la sensibilidad
del cribado era inversamente proporcional al tiempo transcurrido entre éste y el
momento del parto. Cuando el periodo transcurrido fue superior a 5 semanas,
la sensibilidad del cribado disminuy6 de forma significativa. Como ya se vio en
estudios similares realizados, los valores predictivos positivo y negativo son
mas elevados cuando el cribado se realiza entre las semanas 35 y 37 de la
gestacion que cuando entre el cribado y el momento del parto distaban 5 0 mas
semanas (Yancey y cols en 1996; Hilier y cols, 2005). Ademas, de los

resultados discrepantes, en un 62% de los casos cribado positivo/cultivo



DISCUSION

intraparto negativo y en un 64% de los casos cribado negativo/cultivo intraparto
positivo, habia transcurrido un periodo superior a 3 semanas entre ambas

toma.

Se detectd urocultivo positivo frente a SGB en un 8,3% de las gestantes,
cifra algo superior a la de otros estudios en los que el porcentaje de deteccién
es del 2-7% (Mackenna y cols, 2003; CDC, 2010). La tasa obtenida en este
estudio esta mas cercana a las de otros estudios realizados en nuestro pais,
que oscilan entre un 10,7% (Centelles-Serrano y cols., 1999) y un 12,6%

(Tamayo y cols, 2004).

De los casos en los que se detecté SGB en orina en el 32,3% vy el 34,1%
el cribado y el cultivo intraparto fueron negativos, respectivamente. Los indices
de concordancia fueron de moderados a bajos entre el urocultivo y el cultivo
vaginorrectal. La deteccion de SGB en orina indica alto grado de colonizacion
(CDC, 2010; Schrag y cols, 2002), y por tanto parece mas probable que
aquellas gestantes que presentan urocultivos positivos a lo largo de su
embarazo se recolonicen antes del parto, aunque el resultado del cribado
antenatal sea negativo (Centelles-Serrano y cols 1999). Segun las
recomendaciones de los CDC, la deteccion de bacteriuria por SGB en algun
momento de la gestacion debe ser incluida como una indicacion para la
realizacion de dicha profilaxis, incluso en ausencia de otros cultivos positivos
(CDC, 2010). Las diferencias en la tasa de colonizacion si consideramos de
forma independiente la orina y el exudado vaginorrectal (10,8% frente a
16,7%), asi como los bajos indices de concordancia de ambas muestras para
detectar SGB hacen pensar que el resultado del urocultivo debe constituir un

factor de riesgo independiente para la aplicacion de profilaxis intraparto.
V.2. Comparacion entre cultivo intraparto y PCR en
tiempo real en la deteccion de SGB

Debido a las dificultades que se presentan en ocasiones para tener

disponible el resultado del cribado antenatal, algunos autores afirman que el
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momento ideal para realizarlo es durante el parto, pero los métodos
convencionales de cultivo resultan muy lentos para poder ser utilizados en ese
momento y para la aplicacion a tiempo de profilaxis intraparto si fuera
necesaria. Se han intentado desarrollar métodos rapidos para la deteccion
directa de SGB en muestras clinicas. Los métodos basados en la deteccion de
antigenos han mostrado sensibilidades entre el 19 y el 82% (Yancey y col,
1992, Perkins y col., 1995, Thinkphamrop, 2003), porcentajes insuficientes para
unas pruebas de cribado.

Los métodos que han mostrado una mayor sensibilidad y especificidad
han sido aquellos basados en la deteccion de &cidos nucleicos. Estos métodos
presentan sensibilidades entre 85% y 100% y especificidades entre 93% y
100% tanto con técnicas basadas en PCR convencional como con PCR-TR
(Davies y cols, 2004, Golden y cols, 2004, Bergeron y cols, 2000, Réglier-
Poupet y cols, 2005, Ulh y cols, 2005). En nuestro estudio, la sensibilidad de la
PCR-TR frente al cultivo fue del 92,59% y la especificidad del 94,33%. Estudios
similares que utilizan igualmente los genes cfb como diana de la PCR, obtienen
sensibilidades de 94-100% y especificidades de entre el 66,5% y el 100%
comparadas con el cultivo (Bergeron y col, 2000, Davies y cols, 2004, Convert
y cols, 2005, Gavino y Wang y col, 2007, Block y col, 2008).

Algunos autores han obtenido peores resultados con la PCR en
muestras vaginorrectales que en vaginales o rectales (Bergeron y cols., 2000);
en otros estudios han puesto de manifiesto que las muestras vaginales de
embarazadas contienen mas inhibidores de la PCR que las de mujeres no
gestantes (Ke y cols., 2000), mientras que otros estudios en los que se
disefiaron otras dianas situadas en distintas regiones del genoma de SGB
obtienen una sensibilidad inferior al 75% (Chan y cols, 2006, Rallu y cols,
2006). Estos datos demuestran una gran variabilidad en los resultados
obtenidos con la PCR, que podria en parte deberse a la variabilidad de las
técnicas usadas asi como de las dianas del genoma de SGB. El sistema de
extraccion de acidos nucleicos también influye en el rendimiento de la PCR. En
nuestro caso la extraccion de ADN se realiz6 mediante una técnica manual.
Tanto el procesamiento como la reproducibilidad de la PCR se podria mejorar

si se utilizan sistemas de extraccion automatizados.
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Otra de las ventajas de la PCR es la rapidez. En nuestro trabajo, el
tiempo total de realizacion de la PCR-TR fue de unas 2,5 h. Los métodos
basados en el cultivo previo enriquecimiento de la muestra en caldo selectivo
requieren al menos 48 h de incubacion y posterior identificacion de colonias
sospechosas, y aquellos que se basan en cultivo directo en medios selectivos y
diferenciales como el medio Granada, requieren al menos 18 h para hacer una
primera lectura. En el mejor de los casos, en muestras con un elevado grado
de colonizacion, y utilizando medio Granada semisolido en tubo, hasta las 5 h
de incubacion en bafio no se detecta produccion de pigmento. No obstante, el
tiempo de procesamiento de la muestra requerido para la PCR utilizada en este
trabajo fue muy superior al requerido para el cultivo, lo cual supone una
desventaja importante de la técnica molecular.

La PCR requiere de un personal entrenado, que tendria que estar
disponible de forma ininterrumpida para la realizacion de la técnica. La
alternativa actual son los sistemas automaticos de PCR. Se han
comercializados plataformas automatizadas como GenXpert®, o IDI-Strep® en
las que se integran los pasos de extraccion, amplificacion y deteccion en
tiempo real en un mismo cartucho de reaccion. El tiempo de procesamiento es
minimo (similar al requerido para un cultivo) y el resultado estaria disponible en
2h. Existe poca experiencia en clinica en estos momentos con este tipo de
plataformas como para que sustituyan de una forma fiable a los sistemas
clasicos de deteccion, y ademas el coste es muy superior. Por tanto, son
necesarios mas estudios para poner de manifiesto la ventaja real de estos
sistemas frente a los métodos clasicos de cultivo.

El método de PCR utilizado en este estudio no es coste-efectivo si se
tiene en cuenta el tiempo de manejo y procesamiento requeridos para la
obtencion de un resultado y que las cifras de sensibilidad y especificidad fueron
equiparables a las del cribabo prenatal. EI empleo de sistemas de PCR
automatizados con un manejo minimo puede ser util para detectar colonizacion
intraparto en mujeres con cribado desconocido o no realizado.

Las recomendaciones de los CDC admiten la utilizacion de la PCR, pero
s6lo tras enriquecimiento en caldo selectivo, ya que la sensibilidad de estos
meétodos en ausencia de este paso previo no es adecuada (CDC, 2010). Sin

embargo, diversos estudios demuestran resultados discrepantes, e incluso
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mejor rendimiento de la muestra directa (Uhl y cols, 2005; Goodrichy Miller,
2007). En general, los resultados de sensibilidad de la PCR no son superiores
al cribado antenatal, teniendo ademas en cuenta que el enriquecimiento previo
y PCR puede que no aporte suficientes ventajas con respecto al cribado
antenatal mediante cultivo.

Las técnicas basadas en cultivo permiten recuperar la cepa para
estudios de susceptibilidad frente a antimicrobianos. La guia de los CDC de
2010 recomienda la realizacion del antibiograma debido a las altas tasas de
resistencia a eritromicina y clindamicina actuales (CDC 2010) Una de las
mejoras que deberian contemplar las técnicas rapidas basadas en la PCR seria
incluir marcadores de resistencia para poder guiar de una forma apropiada la
administracion de la profilaxis intraparto en mujeres alérgicas a la penicilina
(Melin, 2011).

V.3. Profilaxis intraparto y cultivos prenatales

En nuestro estudio disponemos de los datos de la realizacién de
profilaxis intraparto en 407 mujeres. De ellas en un 5,16% no consta el motivo
por el que le fue aplicada dicha profilaxis. En la mayoria de los casos (87,22%)
la profilaxis fue administrada por la existencia de algun cultivo positivo para
SGB, ya fuera el cribado, urocultivo o muestra vaginorrectal intraparto. La
indicacién més frecuente para la realizacion de la profilaxis fue el resultado del
cribado positivo (47,91%), dato similar al obtenido en 2005 por Navas y cols en
un hospital madrilefio (44,7% de las indicaciones) (Navas y cols., 2005). En un
6,88% la profilaxis se administr6 por desconocerse el resultado del cribado
prenatal.

La profilaxis antibiotica se administré correctamente en el 79,08% de los
casos en los que la gestante presentaba algun criterio que la recomendara. De
todas las profilaxis administradas, el 42,3% fueron profilaxis completas. Este
porcentaje es similar al encontrado en otros estudios (Alsina-Manrique y cols,
2005, Navas y cols, 2005). Por los datos de laboratorio, se comprobd que en un

1,96% de los casos se aplicd profilaxis sin estar indicada, ya que todos los
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cultivos resultaron negativos para SGB. Esta cifra es inferior a la de otros
estudios en los que se alcanza el 7% de profilaxis inadecuadas (Alsina-

Manrique y cols, 2005).

La profilaxis intraparto esta indicada en caso de conocerse el estado de
portadora de la madre en el momento del parto, o en el caso de que éste sea
desconocido y presentar algun factor de riesgo. En nuestro estudio se
administré profilaxis a 233 gestantes cuyo cribado prenatal habia resultado
positivo, o que supone un 79,8% de las mujeres colonizadas, cifras similares a
las de otros estudios, en los que entre un 83% y un 90% de las gestantes con
cribado positivo recibieron profilaxis ( Centelles-Serrano y cols, 2009; Berardi,
2011, Liny cols, 2011).

Sin embargo, de todas las madres con cribado desconocido, solo en un
13,4% de los casos consta la administracion de profilaxis intraparto. Este dato
contrasta con otros como el estudio de Alsina-Manrique y cols de 2005 en el
gue un 78% de las madres con estado de portadora desconocido recibieron
profilaxis intraparto, si bien en este Ultimo caso el porcentaje de gestantes con
cribado desconocido representaba solo el 2,7% del total (Alsina-Manrique y
cols., 2005).

La presencia de SGB en orina durante la gestacion es también un
criterio de indicacion de profilaxis intraparto (CDC, 2010). En nuestro estudio,
en 48 (11,79%) casos se realizé profilaxis intraparto en base al resultado del
urocultivo, ya que no se conocia el dato del cribado prenatal. En un estudio
previo, se administré profilaxis intraparto al 18,07% de las mujeres basandose
en el resultado del urocultivo, pero teniendo en cuenta que en este estudio no
se realizaba cribado prenatal a las gestantes con cultivo de orina positivo para
SGB (Centelles-Serrano y cols., 2009). En este mismo estudio se demostro que
un 60% de las mujeres con un urocultivo positivo en el primer trimestre
presentaban colonizacion vaginal al final del embarazo. En nuestro caso, de
aguellos casos en los que la profilaxis se aplicé utilizando como anico criterio la
positividad del urocultivo, el 68,75% presentaron cultivo intraparto positivo. No

obstante, se demostré una baja concordancia entre el urocultivo y el cultivo de
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muestra vaginorrectal antenatal e intraparto. Probablemente, la colonizacion
vaginal transitoria por SGB en muchos casos contribuya a esta baja

concordancia.
V.4. Colonizacion materna y neonatal por SGB

La colonizacion vaginal de las madres se ha relacionado con el bajo
peso al nacer de los RNs, asi como con la prematuridad, especialmente en
mujeres embarazadas con un alto grado de colonizacion por SGB (Regan y
cols., 1996, Kaufman y Fairchild, 2004). En nuestro caso no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre el peso de los RNs y la
colonizacion materna por SGB, en consonancia con lo publicado por otros
autores (Kadanali y cols, 2005, Natarajan y cols, 2006). Sin embargo al igual
qgue en otros estudios (Heath y cols, 2004, Currie y cols, 2011), si se demostro
una relacién significativa entre el estado de portadora de la madre y el parto
prematuro.

Durante el periodo de estudio no se registré ninguna sepsis neonatal por

SGB a pesar de detectarse RNs colonizados.

La deteccién de microorganismos en los cultivos periféricos de los RNs
no debe considerarse como criterio definitivo de infeccion, pero puede ser (til
para orientar la etiologia en las sepsis neonatales con hemocultivo negativo,
cuando en tres 0 mas exudados se aisla un agente tipico de infeccién (SEIMC,
2002). Por otra parte, la ausencia del microorganismo hace improbable la
existencia de una infeccién adquirida durante el parto. Se detect6 colonizacion
por SGB en 37 RN de 203 madres colonizadas (18,2%). En otros estudios, las
tasas de colonizacion en RN oscilan entre el 8,7% (Al-Sweih y col, 2005) y el
17,3% (Kadalani y cols, 2005). Estas cifras se elevan notablemente en lugares
en los que no estd implantada la profilaxis intraparto como medida de
prevencion, en los que el porcentaje de RN colonizados alcanza el 52,5%
(Madzivhandila y cols, 2011). Observamos que en el 57% de los casos, fue
positiva solo una localizacion, siendo el exudado 6tico el que registré el mayor
namero de cultivos. Casi en el 30% se detecté SGB en las tres localizaciones.
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En un estudio similar (Kadalani y cols., 2005), el 33,62% de los RNs
presentaron SGB en las tres localizaciones. Si bien no existe mucha
experiencia en relacionar el numero de localizaciones positivas y el posible
incremento del riesgo de infeccion neonatal, el aislamiento en un mayor
namero de localizaciones puede ser indicativo de un mayor grado de

colonizacion y por tanto de la necesidad de una mayor vigilancia de los RNs.

V.5. Profilaxis intraparto y colonizacién neonatal

Actualmente la Unica medida eficaz para prevenir el desarrollo de sepsis
neonatal precoz por SGB es la aplicacion de profilaxis antibidtica intraparto a
las madres portadoras (SEIMC, 2002, CDC, 2010, Alos y cols, 2012). Los
primeros ensayos que se realizaron sugerian una eficacia de la profilaxis
intraparto de un 100% en la prevencién de la enfermedad neonatal de
comienzo precoz (CDC, 2010). Posteriores estudios observacionales cifran la
efectividad entre un 86% y un 89% (Lin y col., 2001; Schrag y col., 2002).

Si nos centramos en los RNs de madres cuyo cultivo intraparto fue
positivo, no se observan diferencias estadisticamente significativas en el
resultado de los cultivos periféricos en funcion de si las madres recibieron o no
profilaxis, pero si en funcion de si ésta fue completa o incompleta, tanto en
namero de RNs colonizados como en el n° de localizaciones positivas.

Esto demuestra que la duracion de la profilaxis tiene una gran
importancia para evitar la transmision de SGB al RN. En un estudio realizado
por Lim y cols en 1986 se encontré que un 46,24% de los nifios nacidos de
madres portadoras de SGB que no habian recibido profilaxis estaban
colonizados, frente a ninguno de los que nacieron de madres a las que se les
administrg profilaxis durante las 6 h anteriores al parto (Lim y cols, 1986). En
nuestro estudio, la colonizacion del RN paso del 1,5% al 13,6% de madres que

recibieron profilaxis completa e incompleta, respectivamente.

Otro factor que puede influir en la efectividad de la profilaxis intraparto es

el antimicrobiano utilizado. El farmaco de eleccion es la penicilina ya que tiene
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un espectro mas estrecho de actividad antimicrobiana y por tanto es mas
probable que tenga un menor efecto sobre especies bacterianas entéricas. Sin
embargo, la ampicilina es una alternativa aceptable (CDC, 2010, Alos y cols,
2012). De las 407 profilaxis registradas, en un solo caso se utilizé penicilina,
mientras que en 93,12% de los casos el antimicrobiano utilizado fue la
ampicilina. Algunos estudios mostraban un incremento de la resistencia en
gram negativos por efecto del uso de profilaxis intraparto (Levine y cols, 1999),
aunqgue estudios posteriores muestran que no existen diferencias significativas
en la resistencias de gram negativos segun el antimicrobiano utilizado en la
profilaxis (Edwdards y cols, 2003, Chen y cols, 2005, Stoll y cols, 2011)

En nuestro caso disponemos de pocos datos de profilaxis realizadas con
eritromicina, por lo que no podemos establecer una relacion entre la utilizacion
de este antimicrobiano y la eficacia de la profilaxis intraparto. De las 425
profilaxis sélo 6 se realizaron con eritromicina (1,47%) y ninguna con
clindamicina. Los CDC recomiendan la utilizacion de vancomicina, frente a
eritromicina o clindamicina debido al incremento en las tasa de resistencia
cuando no esté disponible el resultado del antibiograma (CDC, 2010). En
Espafia, las tasas de resistencia frente a eritromicina son de entre el 12y 17%
y frente a clindamicina de entre el 12% y 13% (Betriu y cols, 2003, Alsina
Manrique y cols, 2006, Martins y cols, 2011). Estas cifras permiten la utilizacion
de estos antimicrobianos en la profilaxis intraparto, pero hacen necesaria la
realizacion de un antibiograma a las cepas aisladas en las gestantes alérgicas

a penicilina.



VI. Conclusiones
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1. El cribado mediante cultivo vaginorrectal prenatal ofrece buena
sensibilidad y especificidad asi como un elevado grado de concordancia con el
cultivo vaginorrectal intraparto. Por ello, es un método adecuado para predecir

la colonizacion materna en el momento del parto.

2. La sensibilidad del cribado prenatal disminuye progresivamente a
medida que aumenta el tiempo transcurrido entre éste y el momento del parto.
El cribado prenatal debe realizarse dentro de las 5 semanas anteriores al parto,

y para un rendimiento optimo, entre 1 y 3 semanas antes del parto.

3. Se demuestra una baja concordancia entre los resultados del urocultivo
y los del cultivo vaginorrectal, bien antenatal o bien intraparto, lo cual no
permite establecer al urocultivo como buen predictor de la colonizacion

vaginorrectal en el momento del parto.

4. La PCR en tiempo real presenta buenos valores de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos respecto al método de referencia, por lo que
podria constituir una herramienta Util en casos en los que se desconozca el

resultado del cribado prenatal.

5. En nuestra area sanitaria se demuestra un buen cumplimiento de la
estrategia de prevencion de sepsis neonatal mediante profilaxis intraparto
basada en el cribado universal, ya que el 87,2% de las gestantes colonizadas

recibieron profilaxis intraparto.

6. El porcentaje de partos prematuros fue significativamente mayor en las
madres colonizadas por SGB.

7. Mas del 80% de los RNs de madres colonizadas intraparto que habian
recibido profilaxis presentaron cultivos de exudados de piel y mucosas

negativos.
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8. La profilaxis completa en madres colonizadas por SGB en el momento
del parto se relacioné tanto con una menor tasa de colonizacién en el RN como

con un menor numero de localizaciones positivas.
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