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ABSTRACT

Objective. To examine the association between ma-
ternal colonization with serotype III group B Strepto-
coccus (GBS) and premature rupture of membranes
(PROM) in comparison with other GBS serotypes.

Material and method. We performed a retrospective
cohort study. GBS strains were serotyped in pregnant
women. The women were divided into 2 groups:
group I consisted of patients with a positive vaginal
or urinary culture for GBS serotype III and group II
consisted of patients with a positive culture for se-
rotypes Ia, Ib, I, IV, V or VL.

Results. There were 135 GBS isolations. Group 1
included 43 pregnant women and group 2 included 92
pregnant women. PROM occurred in 27 patients in
group I (62.7%) and in 17 patients in group 2 (18.4%)
(RR =3.3;95% CI, 1.2-7.4; p < 0.05).

Conclusions. Vaginal colonization with serotype I1I
of GBS was associated with a 3-fold increase in the
risk of PROM.

INTRODUCCION

La rotura prematura de membranas (RPM) se con-
sidera una complicacién grave del embarazo debido a
la alta incidencia de enfermedades a las que predispo-
ne, como son: corioamnioitis, hemorragia posparto,
endometritis e infeccion neonatal, que pueden presen-
tarse si no se trata de forma apropiadal. Entre los
principales argumentos que buscan explicar su pre-
sentacion, el componente infeccioso tiene un papel
importante. Asi, Mycoplasmas, Chlamydia trachoma-
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tis 'y Streptococcus agalactiae son los microor-
ganismos que con mayor frecuencia se relacionan
con RPM?* de manera particular Streptococcus
agalactiae, que es la designacién especifica para el
Streptococcus del grupo B (SGB) de Lancefield, que
es una bacteria colonizadora de los aparatos respirato-
rio, genital, urinario y gastrointestinal® que se clasifi-
ca en serotipos (Ia, Ib, IT, I1L, IV, V, VI, VII y VIII) an-
tigénicamente distintos* y que se ha aislado de
mujeres embarazadas con una frecuencia de entre el 5
y el 40%, de las cuales cerca del 30% tiene infeccion
asintomadtica. En Estados Unidos es el agente causal
de infecciones maternas en cerca de 50.000 casos por
afio; entre ellas, hasta el 40% presenta RPM frente al
3,8% de las mujeres que no tienen aislamiento micro-
biano alguno®®.

El primer caso de la relacién entre RPM y SGB fue
descrito por Reagan et al en 19817. A partir de enton-
ces diversos estudios se han realizado estableciendo
de forma inconsistente esta relacién®!°.

Las explicaciones que fundamentan que la coloni-
zacion con SGB en la vagina y el recto de embaraza-
das en ocasiones causa alteraciones perinatales (inclu-
yendo RPM) y en otras no, se basan en factores que
parecen ser determinantes para el desarrollo de las
complicaciones'!"'*, como lo son: el estado de inmuni-
dad del huésped, la cantidad de inoculacién y las dife-
rencias en la virulencia de cada serotipo.

A pesar de que SGB es una bacteria a la que se le
reconoce asociacion con RPM, ésta no se ha evaluado
considerando particularmente a los serotipos, como se
ha hecho en la enfermedad neonatal invasiva, donde
se reconoce al serotipo III como causante de esta in-
feccion hasta en el 90% de los casos, en comparacién
con el resto de los serotipos, cuya participacion es en
conjunto del 10%!'>-16,

La propuesta particular del trabajo, partiendo de la
premisa anterior y considerando que no todas las mu-
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jeres embarazadas con esta bacteria desarrollan RPM,
nos hace plantear la posibilidad de identificar si SGB
serotipo III, reconocido por su mayor potencial pato-
génico, tiene mayor fuerza de asociacion con RPM
comparado con el resto de los serotipos, situaciéon que
hasta ahora no se ha explorado de modo sistematico
en la literatura cientifica.

MATERIAL Y METODOS

El disefio planteado es el de cohorte, de acuerdo
con la direccionalidad del estudio, cuya primera in-
tencion es la exposicion materna al SGB serotipo III
y, posteriormente, evaluar la presencia o ausencia del
efecto (RPM) y si es retrospectivo por la direccion en
la recoleccién de datos (identificacion de las cepas vy,
tras la resolucion del embarazo, bisqueda de informa-
cién en el expediente). De acuerdo con el nimero de
evaluaciones de las variables se trata de un estudio
transversal.

Universo y muestra

De enero de 2002 a julio de 2003 se obtuvo un total
de 119 aislamientos consecutivos de SGB en el Insti-
tuto Nacional de Perinatologia. Todos los aislamientos
fueron recuperados de vaginas de mujeres embaraza-
das que acudieron a visitarse al Instituto. Ademas, con
el fin de completar la muestra del estudio, se recupera-
ron del cepario del laboratorio de microbiologia 16 ce-
pas viables de SGB obtenidas de mujeres embaraza-
das, almacenados entre los afos 1995 y 2001, que se
distribuyeron de manera aleatoria simple.

Grupos de estudio

Después de la serotipificacion, se definieron dos
grupos: a) expuestos, pacientes en las que se docu-
mentd aislamiento de SGB serotipo III, y b) no ex-
puestos, pacientes en las que se documenté SGB de
cualquiera de los siguientes serotipos: Ia, Ib, II, IV, V
y VL.

Se incluyeron las cepas aisladas de cultivo vaginal
o urinario de embarazadas cuya resolucion se llevara
al cabo en el Instituto Nacional de Perinatologia y
que tuvieran expediente clinico en el archivo del Ins-
tituto. Se excluyeron las cepas de pacientes con diag-
noéstico dudoso de RPM o cuyo diagnéstico se hubie-
ra realizado unicamente por clinica, a las que tuvieran
antecedentes de intervencién quirdrgica cervical o
diagnéstico prenatal de malformaciones fetales, y
aquellas que tomaron antimicrobianos al menos 30
dias antes de la resolucion del embarazo.

Se defini6 RPM cuando en el expediente clinico se
tuvieran registrados, ademds de la exploracién fisica
positiva, al menos uno de los siguientes criterios: pa-
pel nitrazina positivo y/o cristalografia positiva.

Se defini6 serotipo cuando el preparado del micro-
organismo reaccion6 aglutinando con el antisuero es-
pecifico en un tubo capilar tnico durante los primeros
30 min de realizada la prueba.

Procedimientos

Las cepas fueron almacenadas a —70 °C hasta el
momento de la serotipificacién y manejadas de la si-
guiente manera:

1. Descongelacion y resiembra en medio Agar san-
gre de carnero al 5%.

2. Incubacién a 37 °C en medio aerdbico durante
24-48 h.

3. Comprobacién del crecimiento en placa y verifi-
cacion de hemolisis.

4. Tincién de Gram y prueba de la catalasa.

5. Identificacién por método automatizado (Micos-
can® Organon Teknika Corp., Durham, NC).

6. Serotipificacion una vez identificado como
Streptococcus agalactiae. La serotipificacion se reali-
z6 utilizando antisueros obtenidos de conejos, elabo-
rados por el Statens Serum Institum Dinamarca para
los serotipos Ia, Ib, I1, 1T, IV, V, VI, VII y VIII. Se uti-
liz6 como control positivo el antisuero grupo-especi-
fico y realizando la precipitacién en dos ocasiones
por muestra'’,

Tamaiio de la muestra

Se obtuvo calculando diferencia de proporciones
entre dos poblaciones del 20%. Un intervalo de con-
fianza (IC) del 95%, poder del 80% y fuerza de aso-
ciacion de 3, con una relacion de 1 caso considerado
expuesto por 2 casos considerados no expuestos.

Pacientes expuestas: pacientes con RPM coloniza-
das con SGB, 30%. Pacientes no expuestas: pacien-
tes con RPM sin colonizacion, 10%. Se establecio la
muestra en 42 expuestos y 84 no expuestos. El cal-
culo del tamafio de muestra se corroboré mediante el
programa estadistico Epi Info versién 6.04 de los
CDC.

El andlisis estadistico se realizé mediante medidas
de tendencia central y de dispersion de las diferentes
variables epidemioldgicas. La comparacién entre gru-
pos de variables continuas se realizé a través de la
prueba de la t de Student. En el caso de variables ca-
tegdricas, la comparacion se realiz6 mediante la prue-
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ba de la ji al cuadrado o la prueba exacta de Fisher,
dependiendo de los valores esperados en las tablas de
2 x 2. Para estimar la fuerza de asociacion se obtuvo
el riesgo relativo (RR) con IC del 95% y ji al cuadra-
do con correccién de Yates.

Consideraciones éticas

Debido a que el trabajo consintié en el manejo de
cepas bacterianas ya aisladas y la revisiéon de expe-
dientes clinicos, y que el uso de antisueros y reactivos
no son de aplicacién en humanos, se consideré una
investigacion sin riesgo para las pacientes, por lo que
no se elaboré consentimiento informado. El protocolo
de investigacion fue aprobado y avalado por los comi-
tés de investigacidn y de ética del Instituto Nacional
de Perinatologia.

RESULTADOS

Se recuper6 SGB en 105 (77,7%) cultivos vagina-
les, 26 (9,4%) cultivos urinarios y 4 (2,9%) en ambas
muestras.

La distribucién de los serotipos encontrados mostré
con mayor frecuencia al serotipo Ia, seguido por los
serotipos III y Ib. No se encontraron en esta muestra
cepas de los serotipos VII y VIII. En la tabla I se
muestra la distribuciéon de los serotipos de acuerdo
con el afio de su recuperacion.

En el grupo de expuestos se incluy6 a 43 mujeres
embarazadas, mientras que en el grupo de no expues-
tos se incluyd a 92. La media de la edad gestacional
en el momento del aislamiento bacteriano fue de 28 +
7 semanas. En 113 (84,3%) de los casos los cultivos
se tomaron antes de las 36 semanas de gestacién y en
21 (15,7%) se tomaron de la semana 36 en adelante.

En el grupo de expuestos en 27 pacientes (62,7%)
se document6 RPM, mientras que en el grupo de no
expuestos se notificaron 17 casos (18,4%; p < 0,05).

Otros microorganismos encontrados en forma con-
comitante con SGB, la distribucién de antimicrobia-
nos en las pacientes y las enfermedades maternas
concomitantes se mencionan en la tabla II.

No se encontr¢ significacion estadistica al analizar
mediante RR factores como la edad materna, la sema-
na de gestacion en el momento del aislamiento, el si-
tio del cultivo, el serotipo, la presencia de otros mi-
croorganismos diferentes a SGB y la presencia de
enfermedades maternas. Se encontrd significacién en
la presencia de serotipo III, mientras que el uso de
tratamiento antimicrobiano en el momento del aisla-
miento del microorganismo resulté un factor protec-
tor (tabla III).

TABLA 1. Distribucion de los serotipos
en 135 pacientes de 1995 a 2003 (Instituto Nacional

de Perinatologia, México)

SEROTIPO | 1995-2001 | 2002 | 2003 | TOTAL (%)
Ia 7 30 14 51 (37,7)
Ib 3 12 5 20 (14.8)
it 1 4 3 08 (5.9)
I 4 32 7 43 (31,8)
v 0 0 1 01(0,7)
% 0 1 3 04 (2,9)
VI 0 3 2 05 (3.7)
VI 0 0 0 0

VIII 0 0 0 0

NT* 1 0 1 02 (1,4)
Total 16 82 36 135

*Cepas no tipificables.

TABLA II. Caracteristicas demograficas
de las mujeres de las que se obtuvieron las cepas
para el estudio (Instituto Nacional de Perinatologia,

México)
i EXPUESTOS | NO EXPUESTOS
CARACTERISTICA (N=43) (N=92)
N (%) N (%)

N.° de gestaciones

1 29 (49) 47 (51,1)

2 0 mas 22 (51) 45 (49,9)
N.° de partos

0 22 (60,4) 43 (46,7)

1 12 (27,9) 27 (29,3)

2 0 mas 05 (11,6) 22 (23,9)
N.° de abortos

25 (58,1) 71 (77,2)

1 11 (25.,5) 13 (14,1)

2 0 mas 07 (16,2) 08 (08,7)
N.° de cesareas

0 16 (37,2) 36 (39,1)

1 23 (53,4) 45 (48,9)

2 0 mas 04 (09,3) 11 (12,0)
N.° de 6bitos

0 39 (90,6) 88 (95,7)

1 04 (09,3) 04 (04,3)
Antibidtico

Ninguno 17 (39.,5) 34 (36,9)

Betalactimicos 17 (39,5) 28 (30,4)

Otros 05 (11,6) 22 (23,9)

Combinacion 04 (09,3) 08 (08,6)
Enfermedades concomitantes

Ninguna 29 (67,4) 60 (65,2)

Croénico degenerativas 07 (16,2) 11 (11,9)

Ginecoldgicas 03 (06,9) 04 (04,3)

Obstétricas 04 (09,3) 17 (18,4)
Microorganismos concomitantes

Ninguno 33 (76,7) 53 (57,6)

Hongos 01 (02,3) 15 (16,3)

Virus 03 (06,9) 03 (03,2)

Bacterias 05 (11,6) 11 (11,9)

Parasitos 0 02 (02,1)

Mixta 01 (02,3) 08 (08,6)
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TABLA III. Analisis de los factores de riesgo buscados en relacion a la rotura prematura de membranas

FACTOR | CON RPM | SIN RPM RR | IC DEL 95% | p
Edad materna > 35 afios 48 69 1,58 1,04-2,38 0,11
Serotipo I1I 27 16 3,3 1,2-7,4 < 0,05
Presencia de otro microorganismo 19 29 0,85 0,5-1,2 0,5
Tratamiento frente a SGB* 21 46 0,55 0,37-0,83 < 0,05
Enfermedades maternas 20 26 0,98 0,65-1,4 0,9
SDG al Dx < 36° 54 69 0,9 0-4-1,9 0,5

“Dar tratamiento contra SGB en cualquier semana de gestacion, en el momento de aislar el microorganismo.
"Semanas de gestacién en el momento en que se tomo el cultivo y se aislé el microorganismo.
IC: intervalo de confianza; RPM: rotura permanente de membranas; RR: riesgo relativo; SGB: Streptococcus grupo B.

DISCUSION

La variabilidad en los resultados que buscan aso-
ciacion entre RPM y SGB han permitido que se argu-
menten diversas explicaciones para esta diferencia.
La primera de ellas es la presencia de un nimero im-
portante de factores que pueden impactar sobre la in-
terpretacion de los resultados'-'82°. Al ser RPM una
entidad de etiologia multifactorial, el nimero de va-
riables que controlar independientemente de la natu-
raleza del estudio (retrospectivo o prospectivo) indica
necesariamente problemas en la credibilidad de los
resultados, por la presencia de sesgos que pueden pre-
sentarse, incluso en disefios que tratan de controlar
las variables de forma adecuada. Pocos estudios lo
han logrado, y en paises como el nuestro donde el
porcentaje de colonizacién se considera bajo en com-
paracion con otras zonas geogréficas?'"*®, controlar los
estudios por medio de criterios de inclusion estrictos
significa practicamente la inviabilidad del estudio, de-
bido a tamafios de muestra elevados y periodos pro-
longados para la inclusién de pacientes. A favor tene-
mos que la gran mayoria de los estudios que han
intentado asociar ambas variables han tenido la mis-
ma dificultad para concluir con certeza la influencia
de otros factores en el resultado y aun asi sus conclu-
siones han marcado la pauta para nuevos trabajos y se
han considerado ttiles dentro de la préctica clinica
diaria.

Otra explicacién propuesta para la variabilidad en
los resultados es la de nuestro estudio. Basados en los
altos porcentajes de infeccion neonatal por SGB sero-
tipo II, en comparacién con el resto de seroti-
pos>!132425 sugerimos que la asociacion entre el sero-
tipo III y RPM es mayor si la comparamos con el
resto de los serotipos.

Es bien conocido que no en todos los casos de co-
lonizacién en recto y/o vagina de las mujeres embara-

zadas existen consecuencias clinicas para ella ni para
el recién nacido. Probablemente el grado de infiltra-
cion inflamatoria que SGB provoca, tiene como con-
secuencia pequefias reacciones inflamatorias, que
pueden producir enfermedades graves, tanto en la ma-
dre como en el recién nacido. Aparentemente, SGB
penetra mds ficilmente en las membranas placen-
tarias que otras bacterias, como las coniformes y go-
nococos. Cuando el SGB virulento penetra en las
membranas, aumenta la respuesta inflamatoria, oca-
sionando en primer lugar su rotura y después la am-
nioitis'*?¢-28, El serotipo III de SGB se considera en la
actualidad el de mayor capacidad patogénica debido a
la presencia de una clona de alta virulencia como la
causante de mayor morbimortalidad perinatal, a su
polisacarido capsular, evasor de la respuesta fagoci-
tica. Y a la ausencia de dos proteinas de superficie
alfa y beta que confieren proteccién inmunitaria.
Todo esto estudiado en enfermedad neonatal tempra-
nal2,29—32.

Los factores de riesgo estudiados no muestran sig-
nificacién estadistica, unicamente la presencia de la
colonizacién con el serotipo III indicé un RR =3y
una p < 0,05. Al no encontrarse otros factores signifi-
cativos, no se realizé andlisis multivariado. Algunos
factores, como el uso de antimicrobianos contra SGB,
mostré efecto protector y un valor de p < 0,05. Este
tépico en particular podria estudiarse en el futuro, ad-
ministrando tratamiento contra el SGB, antes del ini-
cio del trabajo del parto, para analizar si disminuye la
frecuencia de presentaciéon de RPM en pacientes co-
lonizadas. Aunque la regla general en el dmbito inter-
nacional actual es que el tratamiento antimicrobiano
no previene la presencia de RPM?334,

Por otra parte, como se ha sefialado®-¢, la distribu-
cién de serotipos encontrada en esta poblacién de es-
tudio permite definir la presencia de serotipos IV, V' y
VI. Los serotipos VII y VIII no se encontraron en
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nuestra muestra, aunque no puede ser concluyente su
ausencia, y se necesitan estudios enfocados a estudiar
la prevalencia y frecuencia de colonizacién por los di-
ferentes serotipos en nuestra poblacion para concluir
el porcentaje real de cada uno, teniendo en cuenta los
nueve serotipos descritos en la actualidad en el dmbi-
to internacional, ya que los estudios previos naciona-
les serotipifican hasta el serotipo III, y varios de ellos
consideran la clasificacion anterior!'>1:2337,

RESUMEN

Objetivo. Examinar la asociacion entre la coloniza-
cién genital de mujeres embarazadas con el serotipo
III de Streptococcus del grupo B (SGB) y la rotura
prematura de membranas (RPM) en comparacién con
el resto de los serotipos de SGB.

Material y métodos. Por medio de un estudio de co-
horte retrospectiva se serotipificaron cepas de SGB de
mujeres embarazadas. Se definieron dos grupos: ex-
puestos, pacientes en las que se documenté SGB seroti-
po III en cultivos vaginales o urinarios, y no expuestos,
pacientes en las que se documenté cualquier serotipo di-
ferente al III de SGB, en cultivos vaginales o urinarios.

Resultados. Se serotipificaron 135 cepas de SGB: en
el grupo de los expuestos se incluyé a 43 mujeres em-
barazadas, mientras que en el de los no expuestos se in-
cluy6 a 92 mujeres. Se documenté RPM en 27 pacien-
tes expuestas (62,7%) y en 17 pacientes no expuestas
(18,4%) (RR = 3,3; IC del 95%, 1,2-7; p < 0,05).

Conclusiones. El serotipo III se asocia tres veces a
RPM.
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