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Background: Streptococcus agalactiae or group B streptococcus,
GBS, is the leading cause of neonatal and maternal infections and an opportunistic pathogen in
adults with underlying disease. In the last decade, a dramatic increase in the resistance of this mi-
croorganism to erythromycin and clindamycin has been observed. Aim: To determine the serotype
distribution and antimicrobial susceptibility of isolates of S agalactiae collected from infections and
colonization and to assess the genetic mechanisms of macrolide and clindamycin resistance. Mate-
rial and methods: A total of 100 GBS isolates were collected between 1998 and 2002, in Santiago,
Chile. They were isolated from the amniotic fluid from patients with premature rupture of mem-
branes (7 isolates), blood from neonatal sepsis (10 isolates), neonate colonizations (2 strains), skin
and soft tissue infections (7 isolates), urinary tract infections (5 isolates), genital infections (3 iso-
lates), articular fluid (one isolate), and 65 strains were recovered from vaginal colonization55. Re-
sults: Serotypes la, Il and Il were the predominant serotypes identified in our study, accounting for
90 (90%) of the strains. Five isolates belonged to serotypes Ib (5%) and two (2%) to serotype V respec-
tively; no strains belonging to serotype IV were found. All strains were susceptible to penicillin G,
ampicillin and cefotaxime, and four isolates (4%) were resistant to both erythromycin (MIC >64 ug/
ml) and clindamycin (MIC >64 ug/ml). The strains had a constitutive macrolide-lincosamide-strep-
togramin (cMLSB) resistance phenotype and the erm(A) gene was present in the four isolates. Con-
clusions: Serotypes la, Il and Il were the predominant serotypes in this study. All strains were sus-
ceptible to penicillin G, ampicillin and cefotaxime, and four (4%) strains were resistant to both
erythromycin and clindamycin. The cMLSB resistance phenotype, and the erm(A) gene was detected
in resistant strains (Rev Méd Chile 2004; 132: 549-55).
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Streptococcus agalactiae (R-hemolitico grupo B)
es la etiologia mas frecuente de meningitis y
sepsis neonatal, con una incidencia en Estados
Unidos de América de 0,5 casos por 1.000 nacidos
vivos, no obstante las medidas de quimioprofilaxis
intraparto implementadas en los Ultimos afios en
ese paisl2. S agalactiae es también una causa
importante de morbilidad infecciosa materna y un
patdgeno oportunista en adultos con enfermeda-
des crénicas predisponentes34. Aunque la infor-
macion disponible confirma la susceptibilidad de
este microorganismo a penicilina y a otros antibié-
ticos R lactamicos, numerosos estudios han infor-
mado, en el dltimo tiempo, la emergencia de
resistencia a eritromicina y clindamicina, antibioti-
cos de uso alternativo en la quimioprofilaxis
intraparto de pacientes alérgicas a penicilina2-5-13,

S agalactiae se clasifica en 9 serotipos (la, Ib,
Il al VIII) de acuerdo a la estructura de su
polisacarido capsularl4. Se han descrito diferen-
cias geogréficas y temporales en la distribucién de
los serotipos de este microorganismo, como asi-
mismo, porcentajes variables de resistencia a
macrélidos entre los diferentes serotipos8-8:13-16 A
partir de 1990 el serotipo V ha emergido rapida-
mente en Norteamérica, Europa y Asia, como
causa frecuente de infecciones invasivas en neo-
natos y adultos y concentrando entre 30 y 68% de
la resistencia a eritromicina reportada para S
agalactiae®813.14,

La vigilancia epidemioldgica de la distribucién
de serotipos es importante para el desarrollo y
eleccion de vacunas conjugadas, actualmente en
evaluacionl’-18,

Los objetivos de este estudio fueron determi-
nar la susceptibilidad antimicrobiana y distribu-
cion de serotipos de cepas de Streptococcus
agalactiae aisladas en infecciones y colonizacio-
nes por este microorganismo y caracterizar sus
mecanismos de resistencia a eritromicina y clinda-
micina, en nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién bacteriana. Se estudiaron 100 cepas de
S agalactiae aisladas en los Hospitales San Borja
Arriaran y San Juan de Dios (70 cepas) y Centro
Ginecolégico General Science (30 cepas) entre
1998 y 2002. Doce cepas fueron aisladas de recién

nacidos; 10 de hemocultivos de nifios con sepsis
neonatal precoz y dos como colonizantes orofa-
ringeos. Ochenta y ocho cepas fueron aisladas de
adultos, de las cuales, 77 fueron obtenidas de
embarazadas. Las cepas aisladas de embarazadas
fueron obtenidas de liquido amniético de pacien-
tes con rotura prematura de membranas, 7 cepas;
de urocultivos en pacientes con bacteriuria sinto-
matica, 5 cepas; y 65 cepas fueron aisladas como
colonizantes vaginales. Las 11 cepas restantes
fueron aisladas de infecciones de piel y tejidos
blandos, 7 cepas; de infecciones genitales (uretri-
tis, cervicitis y bartolinitis), 3 cepas; y una cepa de
liquido articular.

Los microorganismos fueron identificados por
sus caracteristicas bioquimicas: test de CAMP e
hidrdlisis de hipurato de sodio positivo y ausencia
de crecimiento en agar bilis esculina. Las cepas
fueron clasificadas en serotipos la, Ib, II, IlI, IV y
V, mediante aglutinacién con antisueros comercia-
les (Denka, Seiken, Tokio, Japon) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Susceptibilidad antimicrobiana. Se determin6 la
concentracion inhibitoria minima (CIM) mediante la
técnica de dilucién en agar Mueller-Hinton con 5%
de sangre de cordero de los siguientes antimicrobia-
nos: penicilina G, ampicilina, cefotaxima, clindamici-
na, eritromicina y tetraciclina. Drogas de potencia
conocida fueron donadas gentilmente por el Labora-
torio Chile (penicilina G, ampicilina y cefotaxima) y
Laboratorio Upjohn (clindamicina). Eritromicina y
tetraciclina fueron adquiridas de Sigma (Sigma Co, St
Louis, USA). Como inéculo se utilizé 10* UFC,
dispensado por el inoculador mdltiple de Steers. Las
placas fueron incubadas por 24 h a 36°C en 3% CO.,,.
Como cepa control se utilizé la cepa ATCC 49619 de
Streptococcus pneumoniae. La interpretacion de los
resultados se basdé en el criterio del National
Committee for Clinical Laboratory Standards, NC-
CLS!®. El fenotipo de resistencia a eritromicina fue
determinado por la técnica de difusién doble, en
agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de cordero,
empleando discos de eritromicina (15 pg) y clinda-
micina (2 pg) (Oxoid, Inglaterra). Se consider6
fenotipo MLSg constitutivo (cMLSg) a la presencia de
resistencia a ambos antimicrobianos?. Resistencia a
eritromicina y clindamicina, con un achatamiento
del halo de clindamicina en la zona cercana al disco
de eritromicina fue considerada fenotipo MLSy
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inducible (iMLSg). El fenotipo M fue determinado
por la presencia de resistencia a eritromicina y
sensibilidad a clindamicina.

Determinacién de los genes de resistencia. Se
determind la presencia de los genes erm(A),
erm(B) y mef(A) en las cepas resistentes a eritro-
micina, mediante reaccion en cadena de la poli-
merasa (RCP) de acuerdo al procedimiento
indicado por Bingen y cols?l. Para la extraccion
del ADN, colonias aisladas de las cepas en estudio
fueron suspendidas en 100 pl de H,O destilada.
Las suspensiones bacterianas fueron luego someti-
das a ebullicibn por 10 min y rapidamente
enfriadas. Para la amplificacion del gen erm(A) se
emplearon los partidores 5-GCA TGA CAT AAA
CCT TCA-3'y 5'-AGG TTA TAA TGA AAC AGA-3".
Para la amplificacién del gen erm(B) se utilizaron
los partidores 5'-CGA GTG AAA AAG TAC TCA
AAC-3'y 5'-GGC GTG TTT CAT TGC TTG ATG-3'
y para la deteccion de mef(A) se emplearon los
partidores 5-AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC-3'
y 5-TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG-3'?L Los
partidores generaron fragmentos de amplificacion
correspondientes a 206 pb para el gen erm(A),
616 pb para el gen erm(B) y 348 pb del gen
mef(A). Las amplificaciones fueron efectuadas en
un volumen de 50 pl conteniendo 2.5 U Tag ADN
polimerasa (Promega), 200 uM de cada nucle6tido
trifosfato, 3 mM MgCl, y 10 uM de cada partidor.
Los ciclos de amplificacién consistieron en 1 min
de denaturacién a 95°C, seguido por 30 ciclos de
45 s de denaturacion a 95°C, 1 min de anillamien-
to a 50°C y 45 s de extensién a 72°C y un ciclo

final de 7 min de extension a 72°C. Las cepas
controles conteniendo los genes de resistencia
erm(B) y mef(A) fueron proporcionadas gentil-
mente por la Dra. Taid-Kamral y consistieron en
Streptococcus pyogenes 02C 1061 y 02C 1064,
respectivamente. Como control del proceso de
amplificacion del gen erm(A), se utilizd una cepa
de S pyogenes aislada en el laboratorio. Como
control negativo se utilizé una cepa de S agalac-
tiae sensible a eritromicina. Las amplificaciones
fueron efectuadas en un termociclador MJ Re-
search, Modelo MiniCyclerMR, USA. Los produc-
tos de amplificacion fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizacion en trans-
iluminador de luz UV.

REsuLTADOS

En la Tabla 1 se aprecia la distribucion de
serotipos de las 100 cepas de S agalactiae estudia-
das y su origen de aislamiento. Noventa y siete
cepas (97%) pudieron ser asignadas a un serotipo
y 3 cepas fueron no tipificables. Los serotipos la,
I1'y 1l fueron los serotipos mas frecuentemente
aislados, correspondiendo a 90 (90%) de las
cepas. El serotipo Il fue el serotipo predominante
en nuestro estudio e incluyé a 7 de las 10 cepas
aisladas en sepsis neonatal y a 24/65 (36,9%) de
las cepas colonizantes vaginales obtenidas de
embarazadas. Cinco cepas pertenecieron al seroti-
po Ib (5%) y dos (2%) al serotipo V. No se
detectaron cepas pertenecientes al serotipo IV.

Tabla 1. Distribucién de serotipos de S agalactiae seguin origen de obtencion de las cepas

Origen de las cepas Serotipos (n)
la Ib 1l Il v \% NT  Total

Colonizante vaginal 20 3 14 24 - 1 3 65
Sepsis neonatal 3 - 7 - - 10
Colonizante neonatal - 1 1 - - - 2
Rotura prematura de membranas 3 1 2 - - 1 - 7
Infeccion urinaria 3 - 2 - - - - 5
Infeccion de piel y tejidos blandos 4 - 1 2 - - - 7
Infeccion genital - - 1 2 - - - 3
Artritis - 1 - - - - - 1
Total cepas (n/%) 33(33) 5() 21(21) 3}6@36) O 2(2)  3(3) 100 (100)
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Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana in vitro de 100 cepas de S agalactiae

Antimicrobiano CIM (ng/ml)
Rango 50% 90% % Resistencia

Penicilina G <0,03-0,12 <0,03 0,06 0
Ampicilina <0,03-0,12 <0,03 0,12 0
Cefotaxima <0,03-0,25 0,06 0,12 0
Clindamicina 0,03->64 0,06 0,12 4
Eritromicina 0,03->64 0,06 0,12 4
Tetraciclina 0,25->64 >64 >64 75

En la Tabla 2 se muestra la susceptibilidad
antimicrobiana de las 100 cepas analizadas. Todas
las cepas fueron sensibles a penicilina G, ampicili-
na y cefotaxima. Cuatro cepas (4%) presentaron
resistencia combinada a eritromicina y clindamici-
na, con CIM >64 pg/ml para cada antibiotico. Tres
de las cepas resistentes pertenecieron al serotipo
Il 'y una al serotipo Ib, como se aprecia en la
Tabla 3. Las 4 cepas presentaron un fenotipo MLS
constitutivo (cMLS), detectandose el gen ermB en
todas ellas. Setenta y cinco cepas (75%) fueron
resistentes a tetraciclina presentando CIM >64 g/
ml y 4 (4%) cepas presentaron resistencia interme-
dia (CIM 2-4 pg/ml).

Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que la
mayoria de las cepas de Streptococcus agalactiae
aisladas pertenecen a los serotipos la, 11 y 1ll. Con
esto se confirman los resultados obtenidos en
nuestro trabajo anterior, en que se tipificaron
cepas aisladas de infecciones invasivas y de
colonizaciones vaginales??,

No obstante, se observan algunas diferencias.
En la distribucion relativa de los serotipos, el Il
fue el serotipo mas frecuentemente aislado en este
estudio, aumentando su frecuencia de aislamiento
de 22 a 36%, mientras que el serotipo II, anterior-
mente el serotipo predominante disminuyd su
frecuencia de 38 a 21%. En cambio la frecuencia
de aislamiento del serotipo la ha permanecido
constante.

Aunque se estudid un numero limitado de
cepas invasivas neonatales, la mayoria de ellas
pertenecié al serotipo Ill, como asimismo consti-

Tabla 3. Serotipos de las cepas de S agalactiae
resistentes a eritromicina

Serotipo Cepas aisladas Cepas resistentes
de cada serotipo
n n %
la 33 0 0
Ib 5 1 20
1 21 0 0
1l 36 3 8,3
v 0 0 0
\Y 2 0 0
NT 3 0 0

NT: No tipificable.

tuyo el serotipo predominante en el tracto genital
de las embarazadas. Varios estudios han sefialado,
en las Ultimas dos décadas, un aumento en la
incidencia del serotipo Il en infecciones neonata-
les y maternas, constituyendo el serotipo mas
frecuentemente aislado en casos de sepsis heona-
tal y de meningitis8-13:14.23,

El contenido de acido sialico del polisacarido
capsular es el principal factor de virulencia del
serotipo 1112428, Cepas aisladas de infecciones inva-
sivas en humanos muestran mayor contenido de
acido sialico capsular y son mas resistentes a la
fagocitosis que cepas aisladas como colonizantes. El
tratamiento con neuraminidasa de este serotipo (no
de los serotipos la y II), reduce significativamente su
virulencia en modelos animales?®. Por otra parte, la
mayor capacidad de adherencia a células endotelia-
les de las cepas del serotipo lll, sugiere que esta
caracteristica contribuye a causar bacteremias?.
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En contraste con lo informado en la literatura
extranjera, tanto en este estudio como en el
anterior encontramos una baja frecuencia de
aislamiento del serotipo V22, Este serotipo es uno
de los més frecuentes en la actualidad en infeccio-
nes invasivas en adultos con condiciones predis-
ponentes y menos frecuente en infecciones
invasivas maternas y neonatalesl427.28,

La ausencia de cepas representantes del seroti-
po IV en nuestro estudio no es sorprendente, ya
gue este serotipo es detectado con baja frecuencia
en infecciones humanas®13-16,

Las cepas de los serotipos VI al VIII no se
tipificaron por no estar disponibles comercialmen-
te los antisueros. Como s6lo 3 cepas en este
estudio fueron no tipificables, es probable que
estos serotipos no sean muy frecuentes en Chile,
al igual que en otros paises'®8. En cambio en
Japon, en embarazadas colonizadas por S agalac-
tiae, estos serotipos son los més prevalentes. En el
futuro, el espectro de serotipos deberia aumentar
mas, ya que algunos estudios actuales sefialan
hasta 13% de cepas no tipificables®.

En los ultimos afios se han evaluado vacunas
en mujeres no embarazadas, que contienen anti-
genos capsulares de los serotipos lay b 6 11 y 111
(en forma individual o en combinacion), conjuga-
dos con toxoide tetanico, con buena capacidad
inmunogénica en ensayos de fagocitosis in vi-
trol7.18, Recientemente se evalué una vacuna
conjugada conteniendo polisacarido capsular del
serotipo Il en embarazadas de 30 a 32 semanas
de gestacion, siendo bien tolerada por las madres
y sus hijos?®. El suero de los neonatos mostrd
buena capacidad opsonisante y fagocitica al mesy
dos meses de vida en ensayos in vitro.

Esto podria significar en un futuro cercano el
empleo de vacunas polivalentes en la embaraza-
da, reduciendo la necesidad de efectuar pesquisa
y quimioprofilaxis intraparto.

Los resultados de sensibilidad antimicrobiana
de nuestro estudio son similares a los encontrados
en otros estudios nacionales y extranjeros que
confirman la susceptibilidad de S agalactiae a
penicilina y otros antibiéticos R lactamicos®16:30,
La penicilina es el antibiotico de eleccién y la
ampicilina una alternativa adecuada en la quimio-
profilaxis intraparto de la embarazada colonizada
con este microorganismo o con factores de riesgo.

Con el uso de estos antimicrobianos se ha demos-
trado reduccién de la incidencia de sepsis neona-
tal precoz?.

Sin embargo, por la emergencia y rapido
incremento de la resistencia a eritromicina y
clindamicina, antibiéticos alternativos en la qui-
mioprofilaxis de pacientes alérgicas a penicilina,
es necesario efectuar de rutina el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana a estas drogas. De-
tectamos solamente 4% de resistencia a eritromici-
na en nuestro estudio, lo que contrasta con el 7 a
18% de resistencia publicado en EE.UU. de Améri-
ca, 15 a 21% reportado en Europa, 33% en Taiwan
y 44% en Corea®13, La baja prevalencia del
serotipo V, que presenta elevada resistencia a
macrélidos, podria explicar la escasa resistencia
de las cepas chilenas. Belmar y cols, informaron
recientemente 1,1% de resistencia a eritromicina y
3,3% de resistencia a clindamicina en cepas
rectovaginales aisladas de embarazadas3®. En una
publicacion anterior encontramos 1,7% de resis-
tencia a eritromicina y clindamicina3!. El aumento
de la resistencia encontrada en el trabajo actual,
probablemente se deba a un incremento real en la
resistencia de este microorganismo o diferencias
en la poblaciéon bacteriana estudiada (estudio
anterior: mayoritariamente cepas aisladas de infec-
ciones invasivas; presente estudio: cepas preferen-
temente obtenidas de colonizaciones vaginales).

Se han detectado dos mecanismos de resisten-
cia a macrolidos en cepas de S agalactiae; modifi-
cacion del sitio blanco ribosomal por metilacion,
gue es el mecanismo maés frecuente y transporte o
eflujo activo de la droga®712, La metilacion del
sitio blanco 23S rRNA estd mediada por metilasas
codificadas por los genes erm(A) y erm(B), otorga
resistencia a macrélidos, lincosamidas y estrepto-
gramina B y un fenotipo de resistencia MLSg2. La
expresion de la resistencia puede ser constitutiva
o inducible dependiendo de la existencia de
secuencias génicas reguladoras rio arriba del gen
estructural32. El mecanismo de eflujo informado
en este organismo est4d mediado por la proteina
Mef(E), codificada por el gen mef(E). Confiere
resistencia a macrélidos, pero no a lincosamidas,
lo que se denomina fenotipo M32,

Solamente detectamos 4 cepas resistentes a
eritromicina en este estudio, todas ellas presenta-
ron un fenotipo de resistencia MLSg constitutivo y
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el gen erm(A). Estudios europeos indican que el
principal fenotipo de resistencia en S agalactiae es
el fenotipo MLSy inducible, seguido por el fenoti-
po MLSg constitutivo, otorgados por la presencia
de los genes erm(A) o erm(B)°712, Por otra parte,
existe la posibilidad de encontrar otros mecanis-
mos de resistencia para esta bacteria en Chile, ya
que Belmar y cols, detectaron un mayor porcenta-
je de resistencia a clindamicina que a eritromicina
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