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Resumen

Objetivo: Evaluar una técnica de PCR en tiempo real para determinar colonizacién por Streptococcus agalactiae en mujeres gestantes de Medellin.

Materiales Y Métodos: Se realizé un estudio descriptivo prospectivo, en 150 mujeres gestantes, seleccionadas de forma aleatoria, en una IPS en el periodo com-
prendido entre Enero-Julio 2016. Criterio de inclusion: ser gestante entre la semana 35-37, declaracion voluntaria de participacion en el estudio y de exclusion el
uso de antibioticos. A las pacientes, se les tomé muestra con hisopo del introito vaginal y de la regién anal. Las muestras se procesaron para qPCR, cultivo en caldo
selectivo con posterior siembra en agar sangre de carnero y medio cromogénico para S. agalactiae STRB (ChromIDTMStrepto,BioMérieux SA.).

Resultados: La prevalencia de colonizacién por S. agalactiae en las gestantes fue de 20,9% y 22,3 % en agar sangre y agar cromogénico STRB respectivamente,
mientras que mediante PCR en tiempo real la prevalencia fue de 36%. Al comparar la qPCR con la prueba de oro se encontré: sensibilidad 79,31% (IC del 95%:
0,61-0,90), especificidad 75,45% (IC del 95%: 0,66-0,82), valor predictivo positivo 46% (IC del 95%:0,32-0,59) y negativo 93,2% (IC del 95%: 0,86-0,96).

Discusién: El empleo de la qPCR permitié aumentar la sensibilidad y la oportunidad diagnostica (El tiempo requerido empleando el cultivo fue de 24-48 horas y
por qPCR 6 horas), impactando la reduccién de riesgos de transmision neonatal de S. agalactiae, lo cual podria representar una disminucién en dias de estancia y
costos hospitalarios por una infeccion prevenible.
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Evaluation of a real-time PCR technique to determine colonization by Streptococcus agalactiae in pregnant women of
Medellin who consult in Dinamica IPS

Abstract

Objective: To evaluate a real-time qPCR technique to determine colonization by Streptococcus agalactiae in pregnant women from Medellin.

Materials and Methods: A prospective and descriptive study was conducted in 150 pregnant women, randomly selected, at an IPS between January and July 2016.
Inclusion criteria: gestation period week 35-37, voluntary declaration of participation in the study. Exclusion criteria: the use of antibiotics. Samples were taken from
the vaginal introitus and the anal region using a hyssop and processed for qPCR as well as the gold standard test [selective broth culture with subsequent culture in blood
agar and chromogenic medium for S. agalactiae STRB (ChromIDTMStrepto, BioMérieux SA)].

Results: The prevalence of colonization by S. agalactiae in pregnant women was 20.9% and 22.3% in blood agar and chromogenic agar STRB respectively, whereas
using qPCR the prevalence was 36.0%. The time required using the culture was 24-48h compared to 6h for gPCR. Our data comparing qPCR with the gold standard
test showed: sensitivity 79.31% (95% Cl: 0.61-0.90), specificity 75.45% (95% Cl: 0.66-0.82), positive predictive value 46.0% (95% Cl: 0.32-0.59) and negative 93.2%
(95% Cl: 0.86-0.96).

Discussion: The use of the gPCR increased the sensitivity and the diagnostic opportunity (4x to 8x faster using qPCR), which can lead to a decrease in the risk of
neonatal transmission of S. agalactiae and result in a reduction in the length of hospital stay and costs induced by a preventable infection.

Key words: Streptococcus agalactiae, Real time PCR, Bacteriological Techniques

1 Grupo de investigacion Biociencias IU Colegio Mayor de Antioquia Recibido: 08/04/2017 Recibido con modificaciones: 08/06/2017
2 Dinamica IPS Aceptado: 17/06/2017
3 Estudiante IU Colegio Mayor de Antioquia.
4 Grupo de Investigacion MICROBA. Escuela de Microbiologia. Universidad Coémo citar este articulo: C.M. Duque, et al. Evaluacién de una técnica de PCR
de Antioquia en tiempo real para determinar colonizacion por Streptococcus agalactiae en
mujeres gestantes de Medellin que consultan en Dinamica IPS. Infectio 2018;
22(1): 26-29



Evaluacion de una técnica de PCR en tiempo real para determinar colonizacién por Streptococcus

agalactiae en mujeres gestantes de Medellin que consultan en Dinamica IPS

Introduccién

Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) es una causa impor-
tante de neumonia, sepsis y meningitis con alto indice de
mortalidad en neonatos. La colonizacién se produce por la
exposicion del recién nacido al microorganismo durante el
parto a partir del tracto genital materno colonizado, o en el
Utero por via ascendente, siendo la tasa de transmision verti-
cal del 50%'. La importancia de realizar tamizacién de colo-
nizacién de las gestantes antes del parto, radica en definir el
empleo de antibidticos profilacticos para prevenir el desarro-
llo de la infecciodn. El cultivo de muestras de region perianal e
introito vaginal en caldo selectivo y posterior inoculacion en
agar sangre es la prueba de oro para detectar colonizacion
por S. agalactiae®. Sin embargo, los cultivos requieren varios
dias para obtener resultados y tomar las medidas profilacti-
cas adecuadas.

Los ensayos moleculares basados en deteccién de ADN/ARN
ofrecen herramientas prometedoras mas sensibles, especifi-
cas y rapidas para identificacién de S.agalactiae. Se han iden-
tificado en su genoma diversos blancos moleculares especi-
ficos, como el gen cfb, que codifica el factor CAMP (6), el gen
scpB la peptidasa C5a’ y el gen sip, una proteina inmunogé-
nica de superficie®".: Shabayek y col en 2010, emplearon
PCR para la deteccion los genes cfb y scpB de Streptococcus
grupo B con buenos resultados®. Rasoul-Yousefi-Mashouf y
col 2014, emplearon la sub-unidad ribosomal 16S rRNA, de
S. agalactiae para determinar la presencia de este microor-
ganismo en muestras clinicas®. Mientras que Nabil Abdullah
El Aila y col 2011 emplearon los genes sip y cfb en qPCR a
partir de muestras clinicas'. Bergseng y col 2007 emplearon
el gen sip™. Entre los estudios que emplean la qPCR se en-
cuentran; el realizado en chicago en el cual la sensibilidad
y especificidad fue del 95,8%, y del 64,5%". Atkins y col en
Washington reportaron una sensibilidad y especificidad del
86,8% y 95,2%'. Young y colaboradores en Boston una sen-
sibilidad de 90,8%; y especificidad de 97,6%.'®. Empleando
PCR convencional, Fabien Rallu y col en Canada, detectaron
el gen scpB y cfb y reportaron una sensibilidad de 99,6%; y
75,3%; y especificidades de 100%, para ambos genes™.

Materiales y metodos

Se realizd un estudio descriptivo prospectivo, se determi-
nd una muestra a conveniencia de 150 mujeres gestantes,
seleccionadas de forma aleatoria, en una IPS en el periodo
comprendido entre Enero-Julio 2016. El protocolo fue apro-
bado por el comité de investigacion de la IUCMA y por la
IPS. Criterio de inclusidn: ser gestante entre la semana 35-37
y declaracion voluntaria de participacion en el estudio me-
diante la firma del consentimiento informado y de exclusion
el uso de antibidticos.

Toma, remisién y procesamiento de las muestras: A las pa-
cientes incluidas, se les tomé muestra con hisopo del introito
vaginal y de la region anal. Las muestras se procesaron simul-

tdneamente para qPCR, cultivo en caldo selectivo con poste-
rior siembra en agar sangre de carnero y medio cromogéni-
co para S. agalactiae STRB (ChromIDTMStrepto,BioMérieux
SA.)°. Las colonias se identificaron mediante SISTEMA VITEK
2(BioMérieux SA).

Extraccién y cuantificacion del ADN: Se realizd a partir
de la muestra tomada con hisopo sumergida en 1 ml de
solucién salina, empleando el kit comercial de Promega
“Wizard ® Genomic DNAPurification Kit catA1120", siguiendo
las instrucciones del fabricante. El ADN se cuantifico utilizan-
do nanodrop 2000.

Reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo real: Para la
gPCR se utilizaron los iniciadores reportados por Bergseng
y cols. 20077,Las condiciones éptimas de amplificacion fue-
ron determinadas mediante PCR convencional a diferentes
concentraciones de MgCl, (2.5mM-5mM) y a temperaturas
entre 50°C-55°C. La qPCR se realizé en el equipo BIORAD
CFX96REALTIMESISTEM C1000, con el siguiente ciclo térmico:
desnaturalizacién a 95°C/30seg, alineamiento a 55°C/25seg y
extension final a 72°C/20seg por 39 ciclos y una curva de
melting 65°C 0:05 A 95°C.

Estandarizacién, validacién e implementacién de qPCR: Se
realiz6 curva de calibracién empleando diferentes concen-
traciones de ADN de un aislamiento de S. agalactiae. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Se determiné la media,
coeficiente de variacion y desviacion estandar. Se definié el
limite de deteccién de DNA en 0,8 ng que corresponde a un
tresthold-cicle de 28. (Figura 1) A todos productos de ampli-
ficacion obtenidos por qPCR se les realizd una electroforesis
convencional para confirmar la amplificacion del gen blan-
co. La presencia de inhibidores se evalué mediante una PCR
convencional adicionando ADN de la cepa control al ADN
extraido de las muestras de las pacientes.

Analisis de la informacion: La informacion fue procesada en
SPSS22 (IBM, EEUU). A las variables cualitativas se les deter-
mind frecuencias absolutas y relativas y a las cuantitativas
la media, rango y desviacién estandar. Para la comparacién
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Figura 1. Curva de calibracion
CT: Threshold cycle ng: nanogramos
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del agar cromogénico y la qPCR contra el prueba de oro se
determiné la sensibilidad, especificidad, valores predictivo
positivo y negativo y la precision diagnostica, con su 1C95%.

Tabla 2. Colonizacion por Strepotococcus agalactiae empleando qPCRy la
prueba de oro

Prueba de oro

Total
Negativo Positivo
Consideraciones éticas: El proyecto fue aprobado por Comi- qPCR Negativo 83 6 89
té de investigaciones de la IUCMA, garantizando el cumpli- Positivo 27 23 50
miento de los lineamientos éticos. Total 110 29 139

Resultados

De las 150 muestras tomadas, 139 fueron incluidas en el es-

Tabla 3. Rendimiento de qPCR como prueba diagnostica para detectar
Strepotococcus agalactiae en mujeres embarazadas en comparacién con
cultivo como prueba de oro

. . i - Parametro % 1C 95%
tudio. La edad promedio de las pacientes fue 26 afos, (DS —
. L. Sensibilidad 79,31% (61,61 -90,15)
5,8). El 92,4% de las pacientes eran caucasicas, el 73,3% per- =
, . . .. , Especificidad 7545% (66,64 - 82,55)
tenecia a los niveles socioeconémicos 2 y 3, el nimero de
. Valor predictivo positivo 46% (32,97 - 59,6)
embarazos de las pacientes entre 1- 4. Al evaluar los resul-
., P Valor predictivo negativo 93,26% (86,06 - 96,87)
tados con relacién a estas caracteristicas, observamos que la
. , . . e o . iSid i Asti 0 -
prevalencia no presenté diferencias estadisticamente signi- Precision de Diagnéstico 76,26% (68,54 - 82.57)

ficativas. La prevalencia de colonizacién por S. agalactiae en
las gestantes fue de 20,9% (29 Muestras por prueba de oro,
22,3% (31 muestras) por agar cromogénico STRB y 36% (50
Muestras) por qPCR (Tabla 1).

Los resultados encontrados al comparar la gPCR con la prue-
ba de oro fueron: sensibilidad 79,31% (IC del 95%: 0,61-0,90),
especificidad 75,45% (IC del 95%: 0,66-0,82), valor predictivo
positivo 46% (IC del 95%:0,32-0,59) y negativo 93,2% (IC del
95%: 0,86-0,96) Tablas 2-3. Al comparar las pruebas diag-
nésticas qPCR y cultivo en agar cromogénico: sensibilidad
83,78% (IC: 95%: 0,69-0,92), especificidad 78,3% (IC: 95%:
0,69-0,85),valor predictivo positivo 57,41% (IC: 95%:0,44-
0,69)y negativo 93,2% (IC: 95%: 0,86-0,96) Tablas 4-5

Discusion

El empleo de la gPCR permitié aumentar la sensibilidad y la
oportunidad diagnostica (El tiempo requerido empleando el
cultivo fue de 24-48 horas y por gPCR 6 horas), lo cual im-
pacta en la reduccion de riesgos de transmision neonatal de
S. agalactiae, en las complicaciones clinicas de las gestantes
y en la mortalidad de los neonatos, lo cual podria representar
una disminucién en dias de estancia y costos hospitalarios
por una infeccion prevenible.

Bergseng y col en 2007, reportaron una prevalencia de colo-
nizacién del 35%, con sensibilidad de la qPCR frente al culti-
vo de 97% y especificidad del 99% (11), resultados similares

empleando el mismo blanco molecular (gen sip), han sido
encontrados en nuestro estudio (36%). Feuerschuette y col
en 2012 reportaron una prevalencia de 38,2% (21). Nabil
Abdullah El Aila, en 2011 empleando los genes sip y cfb me-
diante qPCR directamente de las muestras, encontraron 27%
de positividad frente a 22% del cultivo, una sensibilidad de
95,4%, especificidad de 84,6%, valor predictivo positivo de
63,6% y negativo de 98,5% (10).

Los resultados encontrados en el presente estudio al com-
parar la gPCR con la prueba de oro y con el cultivo en agar
cromogenico, evidencian que la qPCR presenté una mejor
sensibilidad y valor predictivo positivo al ser comparado con
los resultados obtenidos empleando al agar cromogenico.
Los resultados del presente estudio estan de acuerdo con los
reportados en la literatura; en estos se reportan valores que
oscilan entre el 45% y el 99% para sensibilidad y 64,5 a 99,1%
para especificidad (21), sin embargo se deben buscar blancos
moleculares complementarios para aumentar la sensibilidad
diagnostica y su aplicacion de rutina.

Los 27 resultados positivos por gPCR con resultado negativo
en cultivo, pueden explicarse por la presencia de cepas de S.
agalactiae no viables o con un nimero de unidades de co-
lonia muy bajo que no crecen, incluso si estan en un medio
adecuado. Estas cepas pueden detectarse utilizando qPCR
debido a la mayor sensibilidad de este ensayo®?, la ante-
rior afirmacién se pudo confirmar ya que de los 27 cultivos

Tabla 1. Colonizacion por Streptococcus agalactiae por los tres métodos evaluados

Prueba de oro STRB qPCR
Colonizaciéon | Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje
Negativo 110 79.1 108 77,7 89 64
Positivo 29 209 31 223 50 36
Total 139 100 139 100 139 100

STRB: Medio cromogénico selectivo para screening de Streptococcus agalactiae.
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Tabla 4. Colonizacién por Strepotococcus agalactiae empleando qPCR y agar
cromogénico STRB

Prueba de oro

Negativo Positivo
qPCR Negativo 83 6 89
Positivo 25 25 50
Total 108 31 139

STRB: Medio cromogénico selectivo para screening de Streptococcus
agalactiae.

negativos por la prueba de oro, 4 (14,8%) fueron positivos
empleando el cultivo en agar cromogénico STRB. Adicional-
mente, tal como lo plantean El Aila N.A. et al, la menor sen-
sibilidad del cultivo podria explicarse por la presencia de mi-
croorganismos antagonistas como Enterococcus, que inhiben
el desarrollo de S. agalactiae y los organismos no viables que
pueden ser detectados por PCR pero no asi por cultivo’. Los
6 resultados positivos por cultivo y negativos por qPCR (CT
29,1-29,9), pueden explicarse por la presencia de inhibidores
de DNA en la muestra, tal como lo plantea Feuerschuette
2012%, dichos inhibidores pueden ser restos de sangre, cre-
mas vaginales entre otros.

Se requieren metodologias diagndsticas que permitan de-
tectar la real prevalencia de colonizacién por S.agalactiae en
nuestro medio, por lo que consideramos esencial continuar
evaluando diferentes blancos moleculares como los genes
cfb, cylE y scpB. Con los resultados de este estudio, podemos
concluir que la qPCR aumenta la oportunidad diagnéstica y
la sensibilidad en la deteccion de S. agalactiae en muestras
de introito vaginal y region perianal.
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