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1. RESUMEN

Streptococcusagalactiae es una bacteria perteneciente al género Streptococcus
B- hemoliticos. Presenta un polisacarido comun que la clasifica como
Streptococcus grupo B (SGB). Ademas se ha subdividido en diez serotipos (la,
Ib, 1l a IX) basados en los antigenos de polisacaridos capsulares y antigenos

proteicos. (1)

SGB forma parte de la microbiota intestinal, desde donde puede colonizar la

vagina, el tracto genitourinario y el tracto respiratorio. (2)

La colonizacion del tracto genital puede ser intermitente y es un hecho
significativo en mujeres embarazadas, por la posibilidad de transmision de este
microorganismo al recién nacido provocando la enfermedad neonatal de
comienzo precoz y la enfermedad neonatal de comienzo tardio. Este hecho es
un importante problema de salud publica a nivel mundial y nacional, ya que
SGB es el principal agente causal de neumonia, meningitis, bacteriemia y
sepsis neonatal. (3) Ademas también puede afectar a mujeres gestantes y

pacientes con compromiso inmunoldgico. (4).

El objetivo de la presente unidad de investigacién busca detectar el porcentaje
de colonizacion de Streptococcusagalactiae en una poblacion femenina sana en
edad fértil de estudiantes de Tecnologia Médica de la Universidad Andrés Bello

(sede Republica).

Ademas de identificar los serotipos mas frecuentes de este microorganismo, a
través el Kit SerotipdeS.agalactiae grupo B (Denka- Seiken) y se determinaran
losfenotipos de resistencia MLSb (Macrdlidos, Lincosamidas, Estreptograminas

del grupo b), M (Macrdlidos) y L (Lincosamidas), cuantificando su frecuencia



respectiva. Adicionalmente se evaluara la sensibilidad a penicilina a través de la

técnica Kirby — Bauer (difusion en agar).

Se realizd un cultivo vaginal a 234 mujeres estudiantes de Tecnologia Médica
de la Universidad Andrés Bello entre las edades de 18 a 31 afios, de las cuales
32 resultaron ser portadoras de SGB (13,6%). Se identificd al serotipo Ill como

el mas frecuente, seguido del serotipo la.

Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, de las 32 cepas de SGB, 19
cepas resultaron ser sensibles a eritromicina y clindamicina, mientras que las 13
cepas restantes presentaron resistencia a eritromicina y clindamicina con un
fenotipo de resistencia iIMLSb, siendo el 100% de estas cepas pertenecientes al

serotipo Il

Conocer el porcentaje de portaciéon de SGB en mujeres no embarazadas en
Chile, junto con la caracterizacion fenotipica y los serotipos mas frecuentes,
aporta importantes datos epidemioldgicos, permitiendo conocer la distribucion y
frecuencia de los serotipos, para la fabricacidon de futuras vacunas contra este
microorganismo y asi disminuir el abuso de la profilaxis antibiética intraparto, lo

cual a través del tiempo ha generado resistencia en otros microorganismos.



2. INTRODUCCION

Streptococcusagalactiaees una bacteria cocacea Gram positiva
ymorfolégicamente se presenta formando cadenas, es un microorganismo
anaerobio facultativo, en agar sangre de cordero al 5% es (- hemolitica,
catalasa y oxidasa negativo. Estas bacterias pueden ser clasificadas de forma
antigénica a través de los hidratos de carbono presentes en su pared celular,
llamado carbohidrato de Lancefield, el cual agrupa a los Streptococcusf-
hemoliticos en los grupos: A, B, C, Gy F, donde Streptococcusagalactiae es el
unico representante del grupo B. Por otro lado, se han observado polisacaridos
especificos para SGB los cuales son la, Ib, Il, lll, IV, V, VI, VII, VIl y IX (5).

SGB forma parte de la microbiota normal del tracto intestinal, donde coloniza la
vagina, tracto genitourinario y tracto respiratorio lo que es un hecho importante
en las mujeres gestantes, por la posibilidad de transmision del SGB al recién

nacido.

Aproximadamente el 50% de las madres colonizadas transmiten la bacteria al
feto durante el embarazo y también puede ser transmitida al recién nacido
cuando pasa por el canal de parto. Otros factores de riesgo de colonizacion
neonatal son el parto prematuro menor a 37 semanas de embarazo, la rotura
prematura de membranas y la fiebre intraparto (6). Sin embargo, no todos se
veran afectados por el microorganismo, las estadisticas muestran que entre el
0,5 a 1% de los recién nacidos de una madre colonizada, desarrollara la

infeccion (7).

La infeccién provocada por este microorganismo en los neonatos se puede
manifestar de dos maneras, una denominada enfermedad neonatal de
comienzo precoz que se desarrolla durante la primera semana de vida donde
los lactantes infectados desarrollan signos y sintomas de neumonia, meningitis
y/o septicemia. En los Estados Unidos, de los recién nacidos colonizados por

SGB, entre 1y 2% de ellos desarrolla una infeccion precoz (8). Alrededor del
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15% y el 30% de los nifios que sobreviven a la meningitis provocada por SGB
presentan secuelas neuroldgicas, como ceguera, sordera y retraso mental

grave (9).

La segunda manifestacion llamada enfermedad neonatal de comienzo tardio, se
desarrolla luego de mas de una semana del nacimiento, los bebés presentan

signos y sintomas de bacteriemia con meningitis.

La sepsis neonatal es considerada un importante problema de salud publica
mundial, donde SGB es considerado el principal agente causal, atribuyéndose

una mortalidad entre 5y 20% en paises desarrollados (10).

Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), la tasa
de letalidad de la infeccién de inicio precoz en Estados Unidos ha disminuido
del 50% en la década de 1970 hasta un 4% a 6% en los ultimos anos,
principalmente debido a los avances en la atencibn neonataly Ilas

recomendaciones propuestas por el mismo CDC (11).

El principal factor de riesgo de la infeccién neonatal precoz por SGB es la
colonizacion vaginal provocada por este microorganismo. Esta colonizacion se
presenta de manera asintomatica y puede ser transitoria, intermitente o

persistente (12).

Las cifras de colonizacién en mujeres embarazadas varian segun la region
geografica. En ciertos paises desarrollados se encuentra entre 5% y 35%,
mientras que para naciones en desarrollo oscila entre 4% y 20%. En
Latinoamérica, Argentina, Brasil, México y Venezuela se han descrito
prevalencias de 10%, 18.4%, 10.3% y 32.7% respectivamente. En otros paises
en desarrollo se han visto valores menores, por ejemplo India (5.8%), Libia (5%)
y Arabia Saudita (13.9%) en tanto que regiones como Nigeria (19.5%), Costa de
Marfil (19.3%) y Gambia (22%) (13 y 14).

En el afio 2004 en Chile la revista chilena de obstetricia y ginecologia (v.69 n.2)

publico un estudio en el cual se determind una prevalencia de colonizacion
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vagino-rectal de un 14% en una poblacién de embarazadas controladas en la
maternidad del Hospital Clinico de la Universidad de Chile utilizando un método
de cultivo selectivo. Ademas El Instituto de Salud Publica de Chile publico un
boletin de vigilancia de Streptococcusagalactiae en el afo 2012, en el cual

sefala que existe un 14% de portacion de SGB en mujeres embarazadas. (15).

En una investigacion realizada en Estados Unidos se detecto la prevalencia y
serotipos de SGB en mujeres en edad reproductiva en el tercer nivel de
atencion del Centro Médico Militar y se comparé con la distribucion mundial de
serotipos de SGB, de donde se obtuvo, que de los 1129 pacientes examinados
durante el periodo de estudio (Julio a Diciembre 2009), 207 resultaron ser SGB
positivo (18,3 %). Los SGB aislados de éstos pacientes se obtuvieron de
muestras vagino-rectales rutinariamente realizadas en mujeres entre las edades
de 18-40 afios (16).

Actualmente todas las cepas de SGB en Chile son 100 % sensibles a penicilina
y segun el CLSI, se puede utilizar un disco de penicilina de 10 Ul para predecir
la susceptibilidad de los Streptococcusf-hemoliticos. Por esta razon este
antibiético continua siendo el tratamiento de eleccidn para tratar las infecciones
causadas por Streptococcus B-hemoliticos y como profilaxis antibidtica
intraparto para SGB. Cuando los pacientes son alérgicos a penicilina, se utiliza
otro tipo de antibiéticos (eritromicina y clindamicina), pero en el ultimo tiempo

han emergido cepas resistentes a estos farmacos (17).

Dentro del marco de esta investigacion afadiremos el disco de penicilina de 10
Ul para confirmar que todos los aislados de SGB siguen siendo 100% sensibles

a penicilina.

El tema a tratar en esta investigacion es considerado de alta importancia, ya
que en Chile no existen estudios publicados que evalien el porcentaje de
mujeres no embarazadas que estén colonizadas por Streptococcusagalactiae,
al no existir dicho estudio se desconocen los fenotipos de resistencia mas

frecuentes, MLSb (Macrdlidos, Lincosamidas, Estreptograminas grupo b),
10



fenotipo M (Macrolidos) y fenotipo L (Lincosamidas). Ademas, tampoco existe
un reporte que identifique los serotipos mas predominantes de SGB en mujeres
sanas en edad fértil. Este estudio resultara de gran utilidad para fines
epidemioldgicos y para complementar estudios de resistencia bacteriana de
Streptococcusagalactiae. Con los datos obtenidos en la investigacion se puede
considerar, ademas, el desarrollo de vacunas contra SGB con el fin de reducir
la colonizacion materna, la prevencion de la transmisién a neonatos y la
disminucién de resistencias bacterianas a ampicilina en otros microorganismos

como bacilos gram negativos.

Durante la unidad de investigacion, se estudié el porcentaje de portaciéon de
SGB, la Serotipificacion y deteccion de fenotipos de resistencia MLSb, My L en
una poblacion femenina sana en edad fértil en estudiantes de Tecnologia

Médica, Sede Republica, de la Universidad Andrés Bello.

En el estudio se identific6 al SGB mediante la observacion macroscoépica
caracteristica de las colonias y posteriormente se procedera a realizar el test de

CAMP (test de screening para la identificacién de Streptococcusagalactiae).

El estudio de serotipificacion se realizara segun fabricante, Kit Serotip.
S.agalactiae grupo B (Denka-Seiken). La susceptibilidad, se efectu6 mediante el
método de Kirby-Bauer donde se afadira el disco de penicilina 10Ul para
confirmar que todas las cepas son 100% sensibles a penicilina y los fenotipos
de resistencia seran detectados mediante el test de difusién de doble disco (D-
test).

Los procedimientos anteriormente mencionados se realizaron en los
Laboratorios CATEM 1l y Ill de la Universidad Andrés Bello (sede Republica)

durante el transcurso del segundo semestre del afio 2015.
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2.1. Hipétesis

La prevalencia de Streptococcusagalactiae en estudiantes de Tecnologia
Médica de la Universidad Andrés Bello, sede Republica es similar al porcentaje
de portacion en mujeres embarazadas en Chile. Ademas el 100% de

Streptococcusagalactiaeson sensibles a penicilina.

2.2 Objetivo General

Determinar el porcentaje de colonizacién de Streptococcusagalactiae, en una
poblacién femenina sana en edad fértil de estudiantes de Tecnologia Médica,

Sede Republica, de la Universidad Andrés Bello.

2.3. Objetivos Especificos

e Evaluar la presencia de Streptococcusagalactiae en muestras de flujo
vaginal y los serotipos mas frecuentes en una poblacion femenina sana
en edad fértil de estudiantes de Tecnologia Médica, Sede Republica de

la Universidad Andrés Bello.

e Identificar los fenotipos de resistencia MLSb, M y L, determinando su

frecuencia respectiva.
12



e Determinar la susceptibilidad a penicilina.

3. MARCO TEORICO

3.1. Caracteristicas del Género Streptococcusspp

Las especies del género Streptococcusspp. Son cocaceasgram positivas,
anaerobias facultativas, esféricas u ovales que miden aproximadamente 2 ym
de diametro. Son sensibles a las variaciones de pH y su temperatura 6ptima de

crecimiento es de 37°C.

Algunas especies pueden ser patégenas, otras son comensales avirulentas,
que forman parte de la microbiota normal del tracto respiratorio y genital,

colonizando, ademas, piel y membranas mucosas (18).

Una forma de clasificar a los Streptococcusspp. En el laboratorio clinico, es
basandose en los patrones de hemdlisis que presentan las cepas en el medio
de cultivo agar sangre de cordero al 5%, siendo esta la caracteristica mas util

para la identificacion de los Streptococcusspp.

La accién hemolitica de los Streptococcusspp. En agar sangre de cordero, fue
descrita y definida por Brown en 1919, lo que permitid caracterizar a las
colonias que crecen en la superficie estriada de las placas de agar sangre en q,

B, y y- hemoliticas. (19)

e a-hemodlisis: lisis parcial de los eritrocitos en agar sangre de cordero,
observandose un halo verdoso alrededor de la colonia.

e [-hemodlisis: lisis completa de los eritrocitos en agar sangre de cordero,
observandose un halo transparente alrededor de la colonia.

e y-hemolisis: las especies no producen hemdlisis en las placas de agar

sangre, por lo tanto no se observa halo alrededor de la colonia.
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FIGURA 3.1. En esta imagen se muestra los tres patrones de hemdlisis en la placa de

agar sangre de cordero producido por el género Streptococcusspp.

3.2. Clasificacién serolégica de los Streptococcusp-hemoliticos

Rebeca Lancefield en 1933, desarrollé un esquema de clasificacion seroldgica
de los Streptococcus B- hemoliticos patdogenos que producen enfermedad en
los seres humanos, basado en la deteccion de antigenos de hidratos de
carbono especificos de la pared celular de estos microorganismos, denominado
carbohidrato de Lancefield, el cual agrupa a los Streptococcusf3- hemoliticos en
los grupos: A, B, C, G y F. Con este esquema sdlo se pueden clasificar los

Streptococcusf3- hemolitico (20).
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Grupo de Lancelfield Tamario de la colonia Especies

A Grande Streptococcus pyogenes
A Pequefia Streptococcus grupo anginosus
B Grande Streptococcus agalactioe
C Grande Streptococcus dysgalactiae

C.F Pequefia Streptococcus grupo anginosus
G Grande Streptococcus dysgalactiae
G Pequena Streptococcus grupo anginosus

FIGURA 3.2. En esta imagen se muestra la clasificacion serolégica de losStreptococcusf-
hemoliticos. Las cepas de Streptococcus con antigenos de los grupos A, C o G, son subdivididas
de acuerdo al tamafio de la colonia. Las cepas que forman una colonia grande y que presentan el

antigeno A, C o G son consideradas Streptococcuspiogénico. Las cepas 8- Hemoliticas que
también tienen los antigenos A, C o G pero que forman una colonia pequeia son considerados

cepas del grupo anginosus (21).

3.3. Identificacidén de Streptococcusagalactiae

3.3.1 Agar sangre de cordero (5%)

El agar sangre es un medio enriquecido utilizado para la siembra de la mayoria
de las muestras clinicas, permite el crecimiento de bacterias poco exigentes
como exigentes. Este medio, ademas, detecta la produccién de hemolisinas,

enzimas bacterianas que provocan la lisis de los eritrocitos (a, B y y hemdlisis).

Streptococcusagalactiae presenta caracteristicas propias de la colonia una vez
sembrado en placas de agar sangre de cordero al 5%. Se observan colonias
medianas de 2 mm de diametro aproximadamente, de color grisaceo, con -

hemolisis acotada a la colonia.
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FIGURA 3.3. Colonias de Streptococcusagalactiae en placa de agar sangre de cordero al 5%.

3.3.2. Test de CAMP

La identificacion presuntiva de los Streptococcus grupo B puede realizarse a
partir de esta prueba. El fendmeno hemolitico fue descrito por primera vez en el
afo 1944 por Christie, Atkins y Munch-Petersen, cuyos nombres proporcionan

el acronimo CAMP de la prueba (22).

La actividad hemolitica de la B-hemolisina causada por |la mayoria de las cepas
de Staphylococcusaureus es intensificada por una proteina extracelular
denominada factor de monofosfato de adenina ciclica (factor CAMP) producida
por los Streptococcus del grupo B. La interaccién de la B-hemolisina con este
factor produce “hemodlisis sinérgica”, observandose en la placa de agar sangre
de cordero una zona hemolitica de punta de flecha en el area de interseccion,
donde han difundido el factor CAMP y la 3-hemolisina (23).
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3.4. Serotipificacion antigénica deStreptococcusagalactiae

Una manera de pesquisar a este microorganismo, ademas de la 3- hemdlisis y

el grupo B delLancefield, es la Serotipificacion antigénica.

Rebeca Lancefield definié dos tipos de antigenos de hidratos de carbono en la
pared de los Streptococcus del grupo B; uno es el propio antigeno del grupo B,
y otro, un antigeno capsular especifico del que se le han identificado diez
serotipos (la, Ib, II, 111, 1V, V, VI, VII, VIII, IX). Los serotipos prevalentes varian
segun el area geografica. El antigeno capsular es un factor clave de virulencia
de Streptococcusagalactiae. Los anticuerpos frente a él protegen de la infeccidon
por cepas de ese tipo, y el desarrollo de vacunas frente a este antigeno resulta

un enfoque prometedor para la prevencion de la infeccidn (24).

Se han desarrollado técnicas de aglutinacion en portaobjetos para la pesquisa
de los serotipos de Streptococcusagalactiae, una de ellas es la proporcionada

por el Kit Serotip. S. agalactiae grupo B (DenkaSeiken).

El kit proporciona el reactivo para la tipificacién de Streptococcusgrupo B el cual

contiene 6 viales de 2 ml de antisueros (la, Ib, II, lll, IV, V).

Los antisueros se mezclan con las cepas de Streptococcus grupo B
previamente tratadas segun las indicaciones del fabricante, para exponer el
antigeno correspondiente al reactivo, produciendo una reaccion antigeno-
anticuerpo, que se evidenciara mediante una aglutinacion observable

microscopicamente. De esta manera es posible determinar cada serotipo (25).
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3.5. Susceptibilidadde Streptococcusagalactiae

El tratamiento y profilaxis antibidtica habitual en las mujeres portadoras de SGB
en el ultimo trimestre de embarazo es la penicilina y sus derivados, en las
pacientes que presentan alergia a este antibidtico se utiliza eritromicina o

clindamicina como uso alternativo en la quimioprofilaxis intraparto.

La presencia del gen erm es el principal mecanismo de resistencia
antimicrobiano confiriendo un fenotipo de resistencia denominado MLSB
(resistencia a los macrdlidos, las lincosamidas y las estreptograminas del grupo
B). Este gen codifica una metilasa de ARNr 23S que altera la unién del
antibidtico a la célula diana, expresando la resistencia anteriormente

mencionada.

Este fenotipo puede ser de expresion constitutiva (MLSBc), produciéndose
resistencia a eritromicina y clindamicina o inducible (MLSBIi), resistencia
aeritromicina y sensibilidad a clindamicina con un achatamiento del halo de la

clindamicina en la proximidad de la eritromicina (test D positivo) (26).

El gen mefA codifica un mecanismo de eflujo activo que confiere resistencia a
macrolidos (eritromicina) y sensibilidad a lincosamidas (clindamicina) vy

estreptogramina del grupo B, denominado fenotipo M.

Otro fenotipo de resistencia menos frecuente, es el fenotipo L, en el cual debido
a la presencia de la enzima lincosamidanucleotidil-transferasa existe resistencia
bacteriana solo a las Lincosamidas (resistencia a clindamicina y sensibilidad a

eritromicina) (27).

Los fenotipos MLSBc, MLSBIi, M y L se pueden identificar mediante una técnica

de laboratorio denominada test-D.
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FIGURA 3.4.Representacion grafica de los distintos fenotipos de resistencia bacteriana que

presenta Streptococcusagalactiae.
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4. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

4.1. Tipo de estudio

La siguiente Unidad de Investigacion ha sido calificada como un estudio
descriptivo, ya que tiene como finalidad describir la ocurrencia de un evento de
interés en relacibn a la determinacion porcentual de portacién de
Streptococcusagalactiae, en una poblacion femenina sana en edad fértil de
estudiantes de Tecnologia Médica, Sede Republica de la Universidad Andrés

Bello.

Ademas, buscara especificar las propiedades, caracteristicas y rasgos

importantes del evento analizado (28).

La presente Unidad de Investigacion se realizara en las dependencias de la
Universidad Andrés Bello, en los laboratorios CATEM | y CATEM I1.

4.2. Poblacion y muestra

Los tipos de muestra se clasifican en dos grandes grupos: las muestras no
probabilisticas y las muestras probabilisticas. Las muestras probabilisticas
sefalan que todos los elementos de la poblacion tienen la misma posibilidad de
ser escogidos. Esto se lograra definiendo las caracteristicas de la poblacion, el
tamafio de la muestra y seleccionando de manera aleatoria y/o mecanica las

unidades de analisis.
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Se ha definido que el tipo de muestra que se utilizara en esta Unidad de
Investigacion es Probabilistico por racimos, ya que este estudio utilizara una
poblacién determinada (29), donde, la unidad de analisis sera: estudiantes de
geénero femenino sanas en edad fértil y los racimos seran: que pertenezcan a la

carrera de Tecnologia Médica y a la Universidad Andrés Bello, Sede Republica.

En el afo 2014 se matricularon 668 estudiantes de primer afo de género
femenino en la carrera de Tecnologia Médica de la Universidad Andrés Bello en
la sede Republica (30). Este dato se denomina “La poblacion en estudio” de la

Unidad de Investigacion.

Para determinar la cantidad de muestra a analizar se utilizara una plataforma
cooperativa llamada “WinEpi 2.0”, esta ha sido disefiada para proporcionar

herramientas epidemioldgicas a la sociedad cientifica y académica (28).

Los datos requeridos para calcular el tamafio de la muestra son: El nivel de
confianza, tamafio de la poblacion, proporcién esperada y error absoluto
aceptado. Segun la bibliografia “Metodologia de la Investigacion” los valores
recomendados del nivel de confianza es de un 95%, la proporcion esperada es

de un 50% y el error maximo aceptable es de 1% a 5% (30).

Por lo que los valores de cada parametro para calcular el tamafo de la muestra

seran:

e Nivel de confianza: 95%
e Tamano de la poblacién: 668
e Proporciéon esperada: 18.3% (13).

e Error absoluto aceptado: 5%

Por lo tanto, en una poblacién de 668 estudiantes de género femenino de
Tecnologia Médica de la Universidad Andrés Bello se debe seleccionar una

muestra con al menos 171 individuos para calcular una proporcién estimada de
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18.3% con un error aceptado (o precisidon) de 5% y un nivel de confianza del
95%.

De este modo, se estudiaran un total de 171 estudiantes del género femenino
en edad fértil, (segun el Instituto Nacional de Estadisticas el rango etario de
edad fértil es de 15 a 49 afios) pertenecientes a la carrera de Tecnologia
Médica, de la Universidad Nacional Andrés Bello, Sede Republica, Regién

Metropolitana.

La poblacion en estudio tendra la misma posibilidad de ser escogidos para
participar en la Unidad de Investigacion, donde cada una de ellas debera
cumplir con los criterios de inclusion descritos: participantes de género
femenino que se encuentren en edad fértil, ser miembros de la Universidad
Andrés Bello y pertenecer a la carrera de Tecnologia Médica Sede Republica.
Ademas, se contemplaran los siguientes criterios de exclusion: las participantes
no deberan presentar algun tipo de infeccion en el tracto genitourinario, las
participantes no deberan estar cursando con su periodo menstrual, no deberan
estar sometidas a ningun tratamiento antibiético y no deberan estar

embarazadas.

Posteriormente, se solicitara la autorizacion de las participantes mediante el

consentimiento informado (anexo 1) respectivo.

4.3. Variables Principales

e Presencia o ausencia de portacion Streptococcusagalactiae.

e Serotipos de Streptococcusagalactiae.
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e Tipo de fenotipo de resistencia encontrado en Streptococcusagalactiae.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de la muestra

La muestra utilizada en este estudio fue de flujo vaginal, recolectada por cada
participante en el medio de transporte Stuart (fabricante COPAN) entregado por
las investigadoras, junto con un instructivo de toma de muestra vaginal (anexo
2) y dos copias del consentimiento informado (anexo 1), uno para la participante

y el otro para la investigacion.

Para la recoleccidon y transporte de las muestras se seleccioné el medio de
transporte Stuart ya que este permite recuperar y mantener la viabilidad de los
microorganismos presentes en las distintas muestras sin que exista un
crecimiento significativo. El cloruro de calcio que compone al medio proporciona
iones esenciales para mantener el balance osmoético, el tioglicolato de sodio
evita los cambios oxidativos y provee una atmésfera reducida, el glicerofosfato
de sodio actua como buffer y el azul de metileno es el colorante indicador del

estado de 6xido-reduccion (31).

5.2 Identificacion de Streptococcusagalactiae
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Cada muestra recolectada en el medio de transporte Stuart fue sembrada con
un Asa bacteriologica estéril en forma de argolla sobre una placa Agar Sangre
(cordero) Base Soya-Tripticasa (Valtek)utilizando la técnica agotamiento en
estria. Posteriormente, las placas fueron colocadas en jarras junto con el
generador para cultivo en jarra de bacterias exigentes en CO2 (BioMérieux) e
incubadas a 35°C en la estufa de incubacién (Farmalatina) por 18-24 horas.
Todo este proceso fue realizado con las medidas de bioseguridad pertinentes,
entre ellas tenemos: guantes desechables, delantal, cabello tomado, cajas de
desechos corto punzante, contenedor de basura comun y de desechos

bioldgicos.

Al dia siguiente, terminado el tiempo de incubacion del microorganismo, se
realizd la observacion macroscopica de la colonias, seleccionando las que
presentaron un tamafio de pequefio a mediano (1-2mm de diametro), de color

grisaceo y con B-hemdlisis acotada a la colonia evidente en el agar.

Las colonias que presentaron las caracteristicas antes mencionadas, propias de

Streptococcusagalactiae, fueron sometidas a la prueba de CAMP.

5.3. Test de CAMP

Sobre una placa de agar sangre de cordero (5%), se sembré una cepa de
Staphylococcusaureuscepa ATCC 25923 productorade B-hemolisina, realizando
una estria de forma vertical en el centro de la placa. Los Streptococcus en
estudio junto con una cepa de Streptococcusgrupo B(control positivo), fueron

sembrados en la misma placa trazando estrias perpendiculares a la estria del
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Staphylococcusaureus, deteniéndose justo antes de alcanzarla. Posteriormente,

se incubaron las placas a 35°C durante 18- 24 horas.

FIGURA 5.5.En esta imagen se observa el Test de CAMP positivo en punta de flecha para

Streptococcusagalactiae en la placa de agar sangre de cordero (5%).

En algunos casos, en el Test de Camp no se observd de manera clara la punta
de flecha, lo cual se opté por pruebas adicionales, como el KIT TEST PYR
(Oxoidbiochemicalidentificationsystem), en el cual las cepas positivas para
Streptococcusagalactiae, presentan una reaccion PYR negativo y las cepas
negativas para Streptococcusagalactiae presentan una reaccion PYR positivo.
Las cepas con PYR negativo se les realizo la técnica de aglutinacion de latex,
para la identificaciéon de grupos de Streptococcus grupo A, B, C, D, F Y G,
llamado KIT STREPTOCOCCAL GROUPING (OxoidMicrobiologyProducts). En
el cual las cepas positivas para Streptococcus grupo B se observd una

aglutinacion evidente con el antisuero tipo B.
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5.4. Serotipificacion de Streptococcusagalactiae.

La Serotipificacion se realizo a través del Kit Serotip. De S.agalactiae grupo B
(Denka-Seiken).

5.4.1 Preparacioén de antigeno de prueba

Se comenzd el procedimiento inoculando las cepas de Streptococcus grupo B
puro en un medio liquido llamado Caldo Todd-Hewittsin inhibidores (Valtek) y
luego se incubaron las cepas en la estufa de incubacién (Farmalatina) a una
temperatura de 30°C por un tiempo de 16 a 20 horas. Este procedimiento tiene
como finalidad enriquecer tanto microorganismos exigentes como de rapido
crecimiento y es especialmente util para el cultivo de Streptococcus B-

hemoliticos.

Luego, del proceso de incubaciéon, se colocd el medio de cultivo en un tubo
Khan (Pyrex) y se centrifugd por 20 minutos, posteriormente se procedid a
eliminar el sobrenadante, agregando 0,5 ml de caldo Todd-Hewitt, 200ul de
extracto de pancreas de porcino y una gota de solucién de rojo fenol usado
como precipitante, todo esto se mezclé agitando vigorosamente en Vortex

(Arquimed).

Al obtener la muestra homogeneizada se afadié la solucion de correccion de

pH para ajustar el liquido a un pH de 8 a 8,5 y se coloc6o en un bafo
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termorregulado a 37°C por una 1 hora. Terminado el tiempo de incubacion se
procedié a centrifugar la mezcla por 20 minutos, en la centrifuga (Arquimed),
retirando el sobrenadante y agregando 0,5 ml de PBS (Soluciéon salina

taponada, Farmalatina)

Se resuspendid el precipitado y se coloco en el autoclavevertical (Phoenix) a
121°C por 30 minutos. Al cabo de unos minutos de enfriada la mezcla se
centrifugé durante 20 minutos eliminado el sobrenadante, afiadiendo 0,5 ml de

PBS y resuspendidas uniformemente.

Este procedimiento permiti6 exponer el antigeno de las cepas de

Streptococcusagalactiae anteriormente seleccionadas.

5.4.2 Aglutinacion en Portaobjeto

Se utilizaron 6 portaobjetos estériles (Global Roll), colocando en cada uno de
ellos una gota de los antisueros proporcionados por el kit (la, Ib, II, 1ll, IV, V).
Con una micropipeta (Human) se sacaron 20uL de la suspensién final y se
depositaron sobre la gota de cada antisuero, rapidamente se mezclo e inclind el
portaobjeto de un lado a otro para observar la aglutinacion. Se consideré como
positivo las fuertes reacciones de aglutinacion dentro de un minuto. Una

reaccion posterior a un minuto o aglutinacién débil se considerdé como negativo.

Para confirmar que no exista aglutinaciéon espontanea se procedid a mezclar
20ul de la suspension final de cada muestra con 30 uL de suero fisiolégico en

un portaobjeto estéril.
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FIGURA 5.6. A) Prueba de aglutinacién positiva:muestra mas antisuero, dentro de 1 minuto. B)
Prueba de aglutinacion negativa: suero fisiolégico mds el antigeno de prueba.

5.5. Susceptibilidad de Streptococcusagalactiae.

El primer paso en la realizacion del test de difusion fue la preparacion del
inéculo. Se utilizd el patron comercial de turbidez 0,5 de la escala de McFarland
(Remel), cuando la turbidez del in6culo concuerda con la turbidez de la escala

recomendada el indculo posee aproximadamente 1,5x 102 UFC/ml.

FIGURA 5.7. Muestra el tubo comercial 0,5 McFarland.
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Para la preparacion del inoculo se utilizd el método de suspension a partir de
una colonia, para esto se seleccionaron de 3 a 4 colonias de
Streptococcusagalactiae aisladas directamente del agar sangre de cordero (5%)
y se suspendieron en suero fisiologico (NaCl 0.9%). Luego el tubo khan que
contenia la suspensién se colocd durante 1 a 2 minutos en el vortex para su

completa homogeneizacion.

Para realizar la estandarizacion del indéculo se utilizé6 un tubo comercial
estandarizado con la turbidez 0,5 McFarland y se comparé cada tubo con la
suspension con una tarjeta de comparacion visual como se muestra en la

siguiente imagen.

FIGURA 5.8. Muestra la comparacion entre el estandar comercial 0,5 McFarland y la suspension de
las cepas utilizando la tarjeta de comparacion visual.

Al observar similar turbidez con el estandar 0,5 McFarland, la concentracion de

microorganismos en la suspension se considerada satisfactoria.

Una vez estandarizada la suspensién, se sembré en el agar Mduller-
Hintonsangre al 5%(Valtek) con la técnica de siembra en césped. Se utilizé una
térula de algodon estéril (ChannelMED) la cual se introdujo en la suspension de
cada tubo y luego se roto por las paredes del tubo para eliminar el exceso de

liquido. Luego, se sembrd con la térula de algodén en toda la superficie del
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agarcon un angulo de 65°, girando la torula. Esto se realizé 3 veces en distintas

posiciones del agar.

El siguiente paso, fue la aplicacion de los sensidiscos de antimicrobianos de

penicilina 10Ul (MastDiagnostic) en la parte superior del agar.

Luego, en la parte inferior del agar se aplicaron los sensidiscos de
antimicrobianos de eritromicina 15um (MastDiagnostic) y clindamicina 2um
(MastDiagnostic) separados por 12mm uno de otro, para la realizacion del test-

D, como se muestra en la siguiente figura.

FIGURA 5.9. En la parte superior de la imagen se observa el disco de penicilina 10 IU (P), en la parte
inferior se ubican los discos de eritromicina 15ug (E) y clindamicina 2ug (CL), separados a una
distancia de 12mm.

Para la aplicaciéon de los sensidiscos en la superficie de la placa del agar, se
utilizé una pinza estéril para extraerlos del contenedor, los sensidiscos fueron
colocados en la superficie del agar, de la forma antes descrita. Luego, con la
misma pinza estéril se presionaron los sensidiscos sobre la superficie del agar
para su mayor adhesion. Posteriormente, estas placas se incubaron durante 18
a 24 horas a 37°C, con 5% de CO2.

Terminado el proceso de incubacion, se procedid de medir las zonas de

inhibicion (halos de inhibicidn), las cuales corresponden a las zonas donde no
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hubo crecimiento bacteriano. Para esto se utilizé una regla milimetrada y se

midio el diametro de los halos de inhibicion.

Ademas, se utilizé una cepa Streptococcuspneumoniae ATCC 49619 para el
control de calidad del estudio de susceptibilidad. Esta cepa fue sembrada en
duplicado en el agar MuellerHinton Sangre (5%) y se sometio al mismo
procedimiento que las cepas en estudio. Posteriormente, se midieron los halos
de inhibicion, los cuales fueron comparados con los puntos de corte estipulados
por el CLSI para Streptococcuspneumoniae ATCC 49619. Este procedimiento
se realiz6 para corroborar la efectividad de los sensidiscos de penicilina (101U),

eritromicina (15ug) y clindamicina (2ug).
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados de identificacion de Streptococcusagalactiae.

Para efectos de la presente Unidad de Investigacion se analizaron 235
muestras de flujo vaginal. Las cuales fueron identificadas mediante la técnica de

screening “Test de CAMP” mencionado anteriormente.

Las cepas positivas correspondientes a Streptococcusagalactiae se muestran

en la siguiente tabla:

TABLA 1. Resultados de identificacion de Streptococcusagalactiae.

Cepas Positivas 32
Cepas Negativas 202
Total de cepas analizadas 234
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6.2. Resultados del porcentaje de portacién por Streptococcusagalactiae.

Con los resultados obtenidos se calculd el porcentaje de portacion de

Streptococcusagalactiae en una poblacién femenina sana en edad fértil de la

carrera de Tecnologia Médica de la Universidad Andrés Bello (sede republica).

En el siguiente grafico se observa que un 13,6% de la poblacién en estudio

corresponde a mujeres colonizadas por SGB y un 86,4% de las mujeres no

presentaron colonizacion.

El porcentaje de portacion de Streptococcusagalactiae obtenido se muestra en

el siguiente grafico.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje de colonizacion por SGB

86,4%

= Mujeres colonizadas

por SGB

= Mujeres no
colonizadas

Mujeres colonizadas Mujeres no
por SGB colonizadas

GRAFICO 6.1.Muestra el porcentaje de portacion de

Streptococcusagalactiae en la poblacion estudiada.
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6.2.1. Relacion entre las edades de las participantes y porcentaje de

portacion de SGB.

Se realizd una relacion entre el porcentaje de cepas positivas para SGB con las

edades de las participantes, lo que se muestra en la siguiente tabla:

TABLA 2. Edad relacionada con el porcentaje de portaciéon de
SGB.
Edad (anos) Porcentaje de Portacion (%)
18 3
19 18
20 18
21 3
22 6
23 28
24 3
25 9
26 6
28 3
31 3
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6.3. Resultados de la Serotipificacion de Streptococcusagalactiae.

Se realizd la serotipificacion a todas las cepas

identificadas como

Streptococcusagalactiae con el KIT Group- B StreptococciTypingAntisera,

marca DENKA SEIKEN. El procedimiento se desarrollé segun las indicaciones

del

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

fabricante.

TABLA 3. Resultados de serotipificacion para SGB.

N° Muestra

Serotipo

15

76

91

la

100

115

118

122

la

123

132

133

135

136

140
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CONTINUACION DE TABLA 3. Resultados de Serotipificacion para

Streptococcusagalactiae.

N ° Muestra

Serotipo

143

146

151

152

NT

155

157

159

NT

161

164

170

175

177

189

195

197

209

216

219

233
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6.3.1. Porcentaje de serotipos para Streptococcusagalactiae.

Segun los resultados de serotipificacion se calculo el porcentaje para cada

serotipo de Streptococcusagalactiae, |0 que se muestra en el siguiente grafico:

Porcentaje de serotipos de Streptococcus agalactiae

100%
90%
80%
o0 59,4%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Serotipo la Serotipo Il Serotipo V NT

NT: No tipificable

GRAFICO 2. Muestra los porcentajes segun los serotipos para Streptococcusagalactiae.

6.4. Resultados de susceptibilidad de Streptococcusagalactiae.

Para realizar la susceptibilidad de las cepas positivas para
Streptococcusagalactiae se utilizo la técnica Kirby- Bauer (método de difusién

en agar) descrito anteriormente.
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Los antimicrobianos utilizados fueron: penicilina (10 IU), eritromicina (15 ug) y

clindamicina (2 ug).

Luego de su incubacion durante 18- 24 horas a 37 °C con 5% de CO2 se
procedi6é a medir los diametros de los halos de inhibicién correspondiente a
cada agente microbiano. Para la interpretacion de los halos de inhibicién se
utilizé los puntos de corte para Streptococcusagalactiae determinados por el
CLSI (Clinical and LaboratoryStandardsinstitute).

Los puntos de corte para los halos de inhibicién de Streptococcusagalactiae

estipulados por el CLSI se muestran en la siguiente imagen.

TABLA4.Muestra la tabla 2h-1 Zona de diametro de Streptococcusagalactiae.

6.4.1. Resultados de medicion de los halos de inhibicién e interpretacion.

De un total de 32 cepas de SGB, 13 cepas (40,6 %) resultaron ser Test D
positivo y 19 cepas (59,4%) restantes fueron sensibles a eritromicina vy

clindamicina.
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Los resultados de la medicion de los halos de inhibicion (y la interpretacion de
los halos de inhibicion estd basada en la tabla de puntos de corte para

Streptococcusagalactiae, los cuales se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 5. Resultados de medicién de los halos de inhibicién e
interpretacion.
N° de PEN interpretacion ERI interpretaciéon | CLI interpretacion
muestra
076 27mm S 24mm S 20mm S
091 26mm S 25mm S 20mm S
100 28mm S 28mm S 24mm S
122 26mm S 24mm S 20mm S
123 26mm S 20mm S 17mm S
135 27mm S 22mm S 25mm S
143 28mm S 26mm S 21mm S
146 28mm S 24mm S 21mm S

39



CONTINUACION DE TABLA 5. Resultados de medicién de los halos de
inhibicién e interpretacion.

N° de | PEN interpretacion | ERI interpretacion | CLI interpretacion

Muestra
151 25mm S 25mm S 20mm S
152 29mm S 26mm S 20mm S
159 26mm S 25mm S 21mm S
164 27mm S 24mm S 21mm S
175 29mm S 25mm S 19mm S
177 30mm S 24mm S 20mm S
197 28mm S 25mm S 23mm S
209 30mm S 20mm S 19mm S
216 26mm S 25mm S 20mm S
219 27mm S 25mm S 21mm S
233 28mm S 27mm S 22mm S
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6.4.2. Resultados de cepas con TEST- D positivo:

TABLA 6. Cepas TEST- D positivo

Cantidad N° de Interpretacién para halo de Interpretaciéon
de Cepas | muestra | agentes antimicrobianos: inhibicion para el agente
eritromicina y para microbiano:
clindamicina penicilina penicilina
1 015 R 25mm S
2 115 R 27mm S
3 118 R 28mm S
4 132 R 25mm S
5 133 R 26mm S
6 136 R 27mm S
7 140 R 28mm S
8 155 R 25mm S
9 157 R 27mm S
10 161 R 29mm S
11 170 R 28mm S
12 189 R 28mm S
13 195 R 25mm S
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6.4.3. Resultados del control de calidad para el estudio de susceptibilidad.

Como se

menciono

anteriormente, se

utilizé

una cepa de

Streptococcuspneumoniae ATCC 49619 para el control de calidad de los

sensidiscos de penicilina (10lU), eritromicina (15ug) y clindamicina (2ug). Los

resultados de la medicion de los halos de inhibicidon se muestran en la siguiente

tabla.

TABLA 7. Halos de inhibicion de Streptococcuspneumoniae ATCC 49619

Halo de penicilina

Halo de eritromicina

Halo de clindamicina

(101U). (15ug) (2ug)
Control N°1 30mm 27mm 22mm
Control N°2 30mm 28mm 23mm

Los halos de inhibicion obtenidos se compararon con los puntos de cortes

estipulados por el CLSI, lo que se muestra en la siguiente tabla:

TABLAS. Muestra Los puntos de corte cepa Streptococcuspneumoniae ATTC 49619 para los

sensidiscosclindamicina (2ug), eritromicina (15ug) y penicilina (101U). (32)
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6.5. Relacion entre serotipos de Streptococcusagalactiae y susceptibilidad

ante los agentes antimicrobiano.

Se establecié una relacion entre los serotipos encontrados y la susceptibilidad

para Streptococcusagalactiae donde se observd que el 100% de los Test- D

positivos pertenecen al serotipo Ill.

Relacion serotipo SGB - susceptibilidad

100,0%

100%

90%
v 80%
S 709
2 70%
(&)
g 60% " 526% _
= 50% - m Sensible
o
= i Test D positivo
% 40% 31.6% p
Tg 30% -
> 20% -

10,5%
10% | 5|3g/0
,0% 0% 0%
0% -
" la Vv NT
Serotipo SGB

GRAFICO3.Muestra el porcentaje de serotipos presentes en el estudio de susceptibilidad.
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7. DISCUSION

En el estudio se recolectaron 234 muestras de flujo vaginal, en una poblacién
femenina sana en edad fértil de estudiantes de Tecnologia Médica de la
Universidad Andrés Bello (sede republica), de las cuales 32 resultaron positivas
para SGB, equivalente a 13,6% de portacion de este microorganismo. Este
resultado de colonizacion es menor al encontrado en un estudio similar
realizado en el Centro Militar de Estados Unidos donde se obtuvo un valor de
18,3% de portacion de SGB en mujeres no embarazadas, sin embargo
concuerda con los datos entregados por el boletin de Instituto de Salud Publica
de Chile (Vol. 2, No. 10, Junio 2012) donde se estipula que existe un 14% de

portacion de Streptococcusagalactiaecen mujeres embarazadas en Chile.

La concordancia entre los porcentajes de portacion de SGB entre las mujeres
embarazadas y las mujeres no embarazadas se debida que la poblacion
estudiada esta dentro de la misma ubicacion geografica y presenta los mismos
factores ambientales y culturales que la poblacion de mujeres embarazadas.
Siendo los factores ambientales, geograficos y culturales importantes en los
diferentes estudios realizados alrededor del mundo donde se encuentran
diferentes porcentajes de portacion en cada pais y donde no existe un

porcentaje de portacion mundial estimado ya que varia entre 5-30% (33)

Con este resultado se puede ver que el porcentaje de portacion de SGB en
Chile no ha disminuido ni ha aumentado en el tiempo tomando en cuenta
estudios realizados en 2004 donde hubo un porcentaje de portacion de 14% al

igual que la presente investigacion. (34)

Otro punto importante es el rango etario de las mujeres que participaron en el
estudio que va desde 18 a 31 afios. Se obtuvo un mayor porcentaje de
portacion vaginal en las mujeres de 23 afios con un 28%, seguido de las
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mujeres de 18 y 20 afios con un porcentaje de portacion de un 18%
respectivamente. En otros estudios se ha relacionado la edad de las mujeres

portadoras de SGB con su actividad sexual.

Un estudio realizado en la fundacion valle de Lili, en Colombia permitié afirmar
que con el tiempo, la prevalencia de colonizacion de SGB ha aumentado
progresivamente debido a factores de riesgo como la promiscuidad, ya que se
ha encontrado a este microorganismo como colonizador en muestras de liquido

prostatico, semen y secreciones uretrales. (35)

Con respecto a la Serotipificacidon de las cepas positivas para SGB, se obtuvo
como resultado que el 60% de las cepas pertenecian al serotipo lll, el 31% al
serotipo la, el 3% al serotipo V y un 6% a otros serotipos. En base a estos
resultados y a los datos obtenidos en otros estudios internacionales como
nacionales donde se indica que los serotipos mas frecuentemente asociados a
enfermedad neonatal son el tipo la (40%), tipo Il (30%), y mas recientemente,
el tipo V (15%). El porcentaje restante corresponde principalmente a los
serotipos Ib y Il (estudio realizado en Estados Unidos) y los serotipos mas
prevalentes en Chile, el la, Il y Ill, siendo el tipo Il el mas frecuentemente
asociado a colonizacion vaginal en embarazadas y sepsis neonatal (36)
podemos afirmar que los datos obtenidos en esta investigacion concuerdan con
los resultados mencionados anteriormente en los otros estudios y que el

serotipo mas frecuente es el .

El CLSI ha estipulado que la penicilina y ampicilina son farmacos de eleccién
para el tratamiento de infecciones por Streptococcus B-hemoliticos. Ademas
menciona que la susceptibilidad a penicilina, aprobado por la FDA (Food and
DrugAdministration), no se realiza de forma rutinaria, ya que aislamientos no
susceptibles a penicilina son extremadamente raros y no se han reportado

casos de resistencia de penicilina para los Streptococcus B-hemoliticos. (37)
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Los resultados obtenidos en el analisis de susceptibilidad de un total de 33
cepas identificadas como SGB, resultaron todas ser sensibles o susceptibles a
penicilina, comprobando la hipotesis planteada en la investigacion vy

coincidiendo con lo mencionado en el CLSI.

El CLSI recomienda realizar el test-D a todos los Streptococcusp- hemoliticos,
debido a la resistencia inducible a clindamicinaintratratamiento llamado fenotipo
iMLSb.

Al realizar el Test -D a las 33 cepas positivas para SGB (100%), 19 resultaron
ser sensibles a Eritromicina y Clindamicina (59,4%) y 13 cepas mostraron un
fenotipo iIMLSb o test-D positivo (40,6%). Ademas no se encontraron cepas de
SGB con fenotipo M ni Fenotipo L de resistencia, demostrandose que estos

presentan una menor frecuencia como se describe en la literatura. (26)

El estudio de susceptibilidad es de suma importancia ya que evitamos una
profilaxis inadecuada intraparto en gestantes alérgicas a las penicilinas y se
evita también crear un aumento en la resistencia a los antibioéticos que muchas

veces son usados sin estudios.

Con los datos obtenidos en la serotipificacion y la susceptibilidad podemos
indicar que del 40,6% de las cepas que se identificaron con fenotipo iIMLSD, el
100% corresponden al serotipo lll. Esto coincide con el estudio de genes de
resistencia asociados a serotipos capsulares publicadopor la revista Scielo,
donde los serotipos Ill Y V, presentaban un mayor numero de genes de
resistencia. Sin embargo en el analisis de susceptibilidad de esta unidad de

investigacion el serotipo V encontrado no mostrd ningun fenotipo de resistencia.
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8. CONCLUSION

Segun el estudio se puedeconcluir que existe un 13,6% de portacion de
Streptococcusagalactiae en una poblacion femenina sana en edad fértil de
estudiantes de Tecnologia Médica, Sede Republica de la Universidad Andrés

Bello similar al porcentaje de portacion en mujeres embarazadas en Chile.

Los métodos utilizados para la identificacion de Streptococcusagalactiae en la
investigacion fueron empleados segun lo recomendado por el CLSI y CDC por
cual son validos para ser realizados en estudios posteriores y que incluye un
porcentaje de portacion similar al de otros estudios realizados con otros

métodos también recomendados.

También se puede concluir que los serotipos mas frecuentes en Chile

corresponden al serotipo Il y la.

A través de la susceptibilidad se pudo corroborar que las 33 cepas identificadas
como Streptococcusagalactiae el 100% son sensibles a penicilina

independiente del serotipo identificado.

Ademas, se determiné que el fenotipo de resistencia mas frecuente es el
iIMLSb, sin encontrarse fenotipo cMLSb, fenotipo M ni fenotipo L. y que todas

las cepas iIMLSb pertenecen al serotipo .

Por lo tanto, conocer la caracterizacion fenotipica y los serotipos mas
frecuentes en mujeres sanas en edad fértili aporta importantes datos
epidemioldgicos, los cuales colaboran al ambito de la salud publica, permitiendo
conocer la distribucion y frecuencia de los serotipos, para la posible fabricacion

de futuras vacunas contra este microorganismo y asi disminuir el abuso de la
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profilaxis antibiotica intraparto, lo cual a través del tiempo ha generado

resistencia en otros microorganismos.

Al detectar la emergencia de nuevas cepas de Streptococcusagalactiae, se
podrian adecuar las estrategia de prevencion en la enfermedad neonatal en el

recién nacido a través de tratamientos efectivos y oportunos.
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Anexo 1: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Usted esta invitado a participar del proyecto de Unidad de Investigacién
titulado’Estudio _de portacién de Streptococcusagalactiae,Serotipificacion _y
Deteccion __de Fenotipos de Resistencia MLSb , My L. en una Poblacién
Femenina Sana en Edad Fértil de Estudiantes de Tecnologia Médica de La
Universidad Andrés Bello”. Este estudio sera realizado por Valentina Alfaro,
Camila Amtahuer, Katherine Naranjo y DarinkaTraipede la Carrera de
Tecnologia Médica de la Universidad Andrés Bello sede Republica sera guiado
por el Académico__Patricia Rojo Lira, el cual sera el Investigador Responsable
de este estudio.

El objetivo principal de este estudio es:

Determinar la colonizacion de Streptococcusagalactiae _en una poblacién sana
de estudiantes de Tecnologia Médica de la Universidad Andres Bello, con la
deteccion de los distintos serotipos y fenotipos de resistencia a macrolidos y
lincosamidas.

Su participacién en este estudio es voluntaria y si Ud. Esta de acuerdo se
le realizaran los siguientes procedimientos, ninguno de los cuales le implicara
un gasto: Se tomara una muestra vaginal con torula y ésta se mantendra en
medio de transporte Stuart a temperatura ambiente, hasta su posterior analisis.

La participacion en estas actividades no involucra pago o
compensaciones.

Es importante que sepa que Ud. No sufrira ningun riesgo, incomodidad o
molestia con la realizaciéon de estos procedimientos y si algo ocurriese los
autores de este estudio estaran totalmente disponibles para ayudarle o
contestar cualquier inquietud.Ademas se le realizara una consejeriaa cada
participante explicando que en la eventualidad de salir positivo o negativo en la
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pesquisa de Streptococcusagalactiae, tendra que realizarse nuevamente el
examen en caso de estar embarazada, pero en el 3° trimestre de éste, segun
protocolo CDC.

Su participacién es de gran importancia para el desarrollo de este estudio
ya que estara contribuyendoA evidenciar la presencia de un microorganismo
descrito_como agente etiolégico de la enfermedad invasora en el Recién
Nacido, pero que en algunos casos se encuentra como portacion a nivel vaginal
en mujeres en edad fértil.

Se garantiza que sus datos personales se mantendran en completa
privacidad y anonimato. Todos los datos y documentos de este estudio los
mantendra archivados durante 5 afos el investigador responsable, periodo
después del cual seran eliminados. Los resultados de esta investigacion pueden
ser publicados, sin identificar a los participantes, en medios de difusién con
objetivos académicos.

Usted tiene la libertad para decidir si quiere participar del estudio y puede
retirar su autorizacion en cualquier momento, sin necesidad de justificarse.

Este Consentimiento Informado sera firmado en 2 copias, quedando una
en su poder, y otra en poder del Investigador Responsable. A continuacion, se

indican los datos de contacto del investigador responsable para aclarar sus
dudas e inquietudes siempre que Ud. Lo encuentre necesario.

e Nombre del Investigador Responsable:  Patricia Isabel Rojo Lira

o Teléfono: 26618264 — 92225295

e Correo electronico: patricia.rojo@unab.cl
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Firma del Investigador Responsable

Declaro que lei este documento, estoy de acuerdo con lo expuesto y
acepto participar de este estudio.

Nombre del participante:

RUT: Edad
Teléfono
Direccion
Firma del
Participante del
Estudio
Ciudad y Fecha: , de 20
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Anexo 2: Instructivo de toma de muestra

Instructivo de Toma de Muestra Vaginal

En este instructivo se le indicara como debe realizar la toma de muestra

vaginal.

Ademas se le entregara un sobre el cual contiene en su interior una térula
estéril y un tubo. Este tubo es el medio de transporte para mantener la

muestra y es en donde depositara la térula.

Para obtener una adecuada muestra debe considerar los siguientes

requisitos:

¢ No debe estar en su periodo menstrual.

e Debe tener un periodo de abstinencia sexual de 48 horas como
minimo antes de la toma de muestra.

e Durante 48 horas previas a la toma de muestra no utilizar talcos,
cremas, colonias, 6vulos vaginales ni jabones sépticos al momento
de realizar el aseo diario.

e No debe estar cursando ningun tipo de molestia urinaria (infeccién
urinaria) o genital, ni tampoco estar en tratamiento con antibidtico.

Indicaciones de Toma de Muestra:

Sera de suma importancia que la muestra sea tomada antes de la ducha o

del aseo diario.
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. Primero debe lavar bien las manos con abundante agua y jabdn.
Terminado este proceso rompa el sobre por el lado que viene el mango
de la torula.

Descubrir la zona vaginal, retirar la térula procurando tomar el mango de
ésta, dejando en su interior el tubo que servira como medio de transporte
para la torula.

. Colocarse en una posicion comoda evitando tocar con la térula la piel,
entre piernas, ropa, etc. Para evitar cualquier contaminacion de la térula.
. A continuacion introducir en la vagina SOLO la parte de la térula que
posee algodon, girando la térula unos segundos.

. Terminado este proceso tomar el tubo que quedo en el interior del sobre,
retirar la tapa del tubo y colocar la toérula en su interior. Debe
preocuparse de que éste quede bien cerrado.

. En el sobre que venia inicialmente la térula y el tubo, colocar el tubo que
ya tiene la toérula en su interior.

. Si no entrega la muestra el mismo dia, la debe depositar en un lugar
limpio, libre de contaminacién y a temperatura de ambiente.

En el caso de cualquier duda o consulta puede comunicarse con los

investigadores llamando a los siguientes numeros:

Investigadores Teléfono

DarinkaTraipeAlvarez 79207586
Katherine Naranjo Borquez 93207572
Camila Amthauer Pizarro 88897505
Valentina Alfaro Saavedra 56653803
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