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Resumen

Streptococcus agalactiae es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal y
urogenital del ser humano causando diversos tipos de infecciones, principalmente
en neonatos y mujeres embarazadas. Por solicitud del Servicio de Neonatologia del
H. San Juan de Dios, el Inciensa realizé la confirmacion y prueba de sensibilidad a
los antibidticos (PSA) de diez cepas de S. agalactiae, pertenecientes a seis
pacientes hospitalizados en ese Servicio, tres de los cuales fallecieron. Ademas, se
realizé la caracterizacion del genoma completo (WGS) de una cepa de cada uno de
los afectados. Los resultados de la PSA mostraron para todas las cepas valores
idénticos de concentracidon inhibitoria minima (CIM) para cada antibidtico,
resultando sensibles para ampicilina, levofloxacina, moxifloxacina, linezolid y
vancomicina y resistentes a tetraciclina y clindamicina. La caracterizacién genémica
mostré que los seis aislamientos analizados corresponden al secuenciotipo ST17 y
al comparar la totalidad de su genoma por wgMLST (1 748 locus) se identificd que
tres de ellos eran indistinguibles y los tres restantes se diferenciaban unicamente
en dos alelos. Evidenciando asi que los aislamientos pudieron provenir de una
fuente comun vy la utilidad de las técnicas gendmicas para establecer relaciones
epidemioldgicas en la investigacion de brotes nosocomiales.
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Caracterizacion de aislamientos de Streptococcus agalactiae asociados a un brote en
pacientes del Servicio de Neonatologia Hospital San Juan de Dios, mayo 2020

Streptococcus agalactiae (Streptococcus del grupo B, group B streptococcal GBS), es una bacteria
que coloniza el tracto gastrointestinal y urogenital del hombre causando diversos tipos de
infecciones, principalmente en neonatos y mujeres embarazadas. Mds recientemente se ha
asociado a infecciones en pacientes con condiciones médicas de riesgo, como cancer e
inmunosupresion y en adultos mayores (Palmeiro et al. 2010).

De acuerdo a la literatura, la colonizacidn de mujeres embarazadas y neonatos oscila entre 15 % y
40 %. En el caso de las gestantes, S. agalactiae puede provocar corioamnionitis, endometritis post-
parto, infeccién de herida quirdrgica post-cesarea e infeccidn del tacto urinario. Ademas, constituye
un factor de riesgo critico para el desarrollo de enfermedad invasora neonatal, ya que el recién
nacido se infecta durante el parto. Dicha enfermedad continta siendo significativa, pese al uso de
antibiéticos como profilaxis durante el parto.

La gran mayoria de los aislamientos de GBS son sensibles a penicilina, siendo esta la droga de
eleccién para el tratamiento y profilaxis de estas infecciones. Los macrélidos y las lincosamidas son
los antibidticos de segunda linea para tratamiento, especialmente para aquellos pacientes con
alergia a penicilina. Sin embargo, ya se ha descrito resistencia a éstos debido a la presencia de genes
erm que codifican para metilasas que afectan el sitio blanco del antibiético o genes mef que
codifican para bombas de eflujo (Compain et al., 2014).

Por solicitud del Servicio de Neonatologia del Hospital San Juan de Dios (HSJD), el Centro Nacional
de Referencia en Bacteriologia (CNRB) del Inciensa realizé la confirmacion y prueba de sensibilidad
a los antibidticos de diez aislamientos de S. agalactiae, pertenecientes a seis pacientes
hospitalizados en ese Servicio. Ademads, debido al fallecimiento de tres de ellos, se requeria de una
caracterizacién molecular de las cepas con el objetivo de determinar la posible relacién
epidemioldgica entre las mismas, para lo que se contd con el apoyo del Laboratorio de Biologia
Molecular y Gendmica del Centro Nacional de Referencia en Inocuidad de Alimentos (CNRIMA) del
Inciensa.

Metodologia

Los microrganismos fueron referidos al CNRB por el Laboratorio Clinico del HSJD en placas de agar
sangre. Cada uno de los aislamientos venia acompafiado con la boleta Inciensa-R86 Solicitud de
Confirmacién Diagndstica, que incluia informacion demografica y clinica de los pacientes.

En el CNRB la especie de cada uno de los aislamientos se confirmd tanto por sistema miniaturizado
API®20 Strep, Vitek®2 Compact (con la tarjeta GP) y pruebas de bioquimica convencional.

La prueba de sensibilidad a los antibidticos (PSA) se realizd6 mediante determinacién de la
concentracién inhibitoria minima por sistema Vitek®2 Compact y la tarjeta AST-P577, que incluye
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antibidticos de uso clinico y otros de utilidad para la vigilancia. Para la interpretacién de la PSA se
utilizé la CLSI, M100 S30, 2020.

No se realizd la determinacion del serotipo pues en la actualidad en el CNRB no se dispone de los
antisueros anti-polisacarido capsular especificos (la, Ib, I, I, IV, V, VI, VIl y VIII). Tampoco se realizé
la tipificacidn molecular por electroforesis de campo pulsado (PFGE), debido a que se conoce que la
caracterizacién de cepas de GBS por estas dos metodologias no es suficiente para determinar la
relacién de los diferentes aislamientos analizados.

La caracterizacion molecular de un aislamiento de cada paciente se realizd6 mediante la
secuenciaciéon del genoma completo (WGS, whole genome sequencing), utilizando tecnologia
lllumina que permitié obtener la informacién completa de todos los locus que constituyen el
genoma de los aislamientos.

Los estudios gendmicos se realizaron bajo el andlisis comparativo gen por gen. Al contar con el
genoma competo de las cepas secuenciadas, se realizé el andlisis wgMLST (whole genome MLST), el
cual se basa en la identificacién de variaciones alélicas a lo largo de todo el genoma bacteriano. Para
la comparacion de los alelos identificados, se utilizd como coeficiente de correlacidn variables
categoricas y como método de construccion del dendograma UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages).

Resultados

De acuerdo a la informacidn suministrada en las boletas de solicitud de andlisis, las cepas referidas
al CNRB fueron aisladas por el Laboratorio Clinico del HSJD como parte del tamizaje de neonatos,
que incluye sitios no invasivos (nasal, vaginal, anal, umbilical) y de sitios invasivos (hemocultivo) en
tres de los pacientes. De los pacientes, tres tenian un mes de edad y los tres restantes menos de 23
dias de nacidos. Cuatro eran de sexo femenino y dos masculino, todos provenientes de comunidades
de la provincia de San José (cuadro 1).

Los resultados de la PSA de los diez GBS analizados mostraron valores idénticos de CIM para cada
antibidtico evaluado, por lo que las cepas son indiferenciables de acuerdo a su perfil fenotipico de
sensibilidad a los antibidticos. Todas las cepas resultaron sensibles a ampicilina, levofloxacina,
moxifloxacina, linezolid y vancomicina y resistentes a tetraciclina y clindamicina (cuadro 1). En el
caso de clindamicina, a pesar de que las cepas presentaron un valor de CIM que se consideraria
sensible (< 0,25 pg/ml), el equipo Vitek realiza un cambio de interpretacion por la posibilidad de
tratarse de un fenotipo MLSs, el cual confiere resistencia cruzada a macrdlidos, lincosamida y
estreptogramina B. Ademas, por medio del analisis de las secuencias gendmicas se identificaron los
genes erm y tet que confieren resistencia a clindamicina y tetraciclina respectivamente.

Mediante WGS se corrobordé que los aislamientos referidos correspondian a S. agalactiae. Ademas,
se realizé la tipificacion convencional multilocus de secuencias (Multilocus sequence typing, MLST)
a partir de la cual se determinaron siete genes conservados de su genomay las cepas se clasificaron
como pertenecientes al secuenciotipo ST-17 (sequence type, ST).
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Cuadro 1. Resultados de la concentracion minima inhibitoria de diez aislamientos de S. agalactiae,
de diferentes origenes, aislados de pacientes internados en el Servicio de Neonatologia, Hospital
San Juan de Dios, mayo - junio 2020

CIM (pg/ml)
AMP LEV MOX DA LDZ VAN TCY

Paciente Sexo Muestra Fecha

Vaginal <0,25 0,5 <0,25 =0,25 2 <0,5 216
1 F Anal 23/05/2020 <0,25 1 <0,25 =<0,25 2 <0,5 =16
Umbilical <0,25 0,5 0,25 =0,25 2 <0,5 =16
2 F Nasal 23/05/2020 <0,25 0,5 0,25 <0,25 2 <05 216
Umbilical <0,25 0,5 0,25 =0,25 2 <0,5 =16
3 F Nasal 23/05/2020 <0,25 0,5 <0,25 =<0,25 2 <0,5 =16
Sangre 10/06/2020 =<0,25 0,5 0,25 =0,25 2 <0,5 =216
4 M Nasal 23/05/2020 <0,25 0,5 <0,25 <0,25 2 <05 =16
5 M Sangre 19/05/2020 <0,25 0,5 <025 <0,25 2 <05 =16
6 F Sangre 03/06/2020 <0,25 1 <0,25 <0,25 2 <05 =16

CIM, concentracién inhibitoria minima; F, femenino; M, masculino; AMP, ampicilina; LEV, levofloxacina; MOX,
moxifloxacina; DA, clindamicina; LDZ, linezolid; VAN, vancomicina; TCY, tetraciclina.

Fuente: Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia, Inciensa

En la comparacion por wgMLST de los 1 748 locus obtenidos, las cepas fueron similares en al menos
1 746 locus para un 99,887 % de similitud y tres de ellas resultaron indistinguibles (pacientes 2 y 4
nasal, paciente 3 umbilical del cuadro 1; identificados con nimeros Inciensa 580487, 580488 y
580489 respectivamente en figura 1). Los otros tres GBS no presentaron mas de 2 alelos de
diferencia entre ellos (figura 1).

Figura 1. Dendograma de similitud genética para S. agalactiae por wgMLST, utilizando como
coeficiente de correlaciéon variables categoricas y como método de construccion UPGMA

wgMLST_BIGsDB (<All Characters>)

—100

580487 FEMENINO 1 MES NASAL
| 580488 FEMENINO 13 DIAS UMBILICAL
999 | 580489 MASCULINO 23 DIAS NASAL
999 580486 FEMENINO 1 MES VAGINAL
99:9 581783 MASCULINO 1 MES SANGRE
581784 FEMENINO 21 DIAS SANGRE

Fuente: Centro Nacional de Referencia de Inocuidad de Alimentos, Inciensa
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Discusion

S. agalactiae se considera un organismo genéticamente muy diverso. Tal es asi que se han
documentado aislamientos de diferente serotipo en una misma personay en grupos pertenecientes
a un mismo pulso tipo (PFGE). Por tanto, era necesario recurrir a la secuenciacion de genoma
completo para poder contar con un criterio suficiente para discriminar entre las cepas y establecer
su relacién epidemioldgica (Pillai et al., 2009).

A partir de la caracterizacién molecular de los S. agalactiae aislados de pacientes del Servicio de
Neonatologia del HSJD se determina que éstos se encuentran estrechamente relacionados entre si,
siendo tres de ellos genéticamente indistinguibles. Los otros tres aislamientos, difirieren
Unicamente en dos alelos de los 1 748 locus analizados. Se concluye que los seis aislamientos
pudieron provenir de una fuente comun.

Los resultados obtenidos han permitido evidenciar la presencia de un importante agente infeccioso
como colonizante y patégeno de nifios de muy temprana edad, responsable de causar un brote en
un Servicio de Neonatologia, en donde lamentablemente se contabilizan tres fallecidos. Ademas, se
ratifica la importancia de realizar estos estudios colaborativos que permiten poner a la disposicion
de la seguridad social metodologias de comparacion apropiada que contribuyen a establecer con
mayor exactitud la posible relacién epidemioldgica entre distintas cepas.
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