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& RESUMEN
es un agente colonizador vaginal intermitente. En mujeres embarazadas es considerado el principal factor de riesgo de infecciones neonatales
graves como meningitis, ademas de ser el causante de parto prematuro y muerte fetal. se clasifica en 10 serotipos (la, Ib, II, I, IV, V, VI, VII,

VIIl'y IX) basado en la estructura de sus polisacaridos que componen su capsula. Actualmente en Chile, la identificacién de los serotipos
esta destinado solo a cepas aisladas de cuadros invasivos a través de métodos serologicos, lo que impide conocer la distribucion de los
serotipos de los aislados de mujeres gestantes y con ello la correlacion con la distribucién los serotipos de los aislados de cuadros invasivos.
Los métodos para serotipificar las cepas de pueden ser costosas (aglutinacion en latex) o laboriosas (serologfa tradicional), por lo que
implementar métodos moleculares de alto desempefio puede ser una alternativa que permita abordar este problema. Por ello, este estudio
realiz6 una evaluacion de desempefio de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (PCR de punto final y PCR en tiempo real) para 30
muestras previamente serotipificadas por métodos serolégicos obtenidas de cuadros invasivos, observando altos porcentajes de sensibilidad
y especificidad en la técnica de PCR en tiempo real. Finalmente, se procedié a serotipificar 17 aislados de de colonizacion de mujeres
gestantes entre las 35-37 semanas de embarazo. Se obtuvo un porcentaje del 100% en los parametros de diagndstico para las muestras de
aislados de colonizacion vaginal con las técnicas de PCR en tiempo real. Por esto, se propone a la técnica de PCR en tiempo real como una
alternativa de buen desempefio analitico para la identificacion de los serotipos de .

/0

Palabras Claves:

2 ABSTRACT

is an intermittent vaginal-colonizing agent. In pregnant women, it is a cause of premature delivery
and fetal death and the primary risk factor for serious neonatal infections such as meningitis.
can be classified into 10 serotypes (la, Ib, II, Ill, IV, V, VI, VII, VIII, and IX) based on the structure of
the polysaccharides that compose its capsule. In Chile, only strains isolated from invasive cases
are identified via serological methods; this situation prevents researchers from determining the
distribution of serotypes of isolates from pregnant women and therefore correlations with the
distribution of serotypes of isolates from invasive cases. Methods to serotype isolates can be costly
(e.g., latex agglutination) or laborious (e.g., traditional serology). Therefore, implementing high-
performance molecular methods may be an alternative. This study evaluated the performance of
nucleic acid amplification techniques (end-point PCR and real-time PCR) for 30 samples previously
serotyped by serological methods obtained from invasive cases. We observed high levels of sensitivity
and specificity for real-time PCR. When 17 isolates of from vaginal colonizations of pregnant women
between 35 and 37 weeks of pregnancy were serotyped, the diagnostic parameters obtained from
the vaginal colonization isolates were 100% consistent with those obtained from real-time PCR. We
propose that real-time PCR, with its impressive analytical power, is a viable alternative to serological
methods for identifying S. agalactiae serotypes.

S. agalactiae; serotipos; PCR en
tiempo Real; gestantes.
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INTRODUCCION

Streptococcus agalactiae esunodelos principales
agentes causantes de meningitis en recién nacidos
a nivel mundial, ademas de infecciones neonatales
graves como sepsis, osteomielitis aguda y cronica
(1). El principal factor de riesgo para la sepsis y
meningitis neonatal es la colonizacién vaginal en
mujeres embarazadas, por transferencia vertical
de la bacteria desde la madre al neonato durante
el paso por el canal de parto (2). Una revision
reciente ha reportado que a nivel mundial entre
el 10 — 40 % de las mujeres embarazadas son
portadores de S. agalactiae (3). Mientras que, en
Chile, a través de un estudio piloto de prevalencia
de colonizacién en mujeres embarazadas que
controlaban su embarazo en una clinica privada de
la Region Metropolitana, se determiné que un 14%
de las mujeres estudiadas estaba colonizada por S.
agalactiae en el tracto vaginal (4).

presenta en su superficie polisacaridos capsulares
(CPS) con alto contenido de é&cido sialico (s5).
Los CPS corresponden a uno de los factores de
virulencia mas importantes debido a la capacidad
de evasion inmune a través del mimetismo con
los epitopes de carbohidratos del hospedero,
generando persistencia y supervivencia de (6).
Actualmente, debido a sus diferencias estructurales
yantigénicas, se han podido reconocer 10 serotipos
de S. agalactiae designados como la, Ib, I, lll, IV, V,
VI, VII, VIl y IX (78). La distribucion y predominio
de los serotipos varian segln la region geografica
(9), ejemplo de esto son los serotipos IV y V que
presenta una mayor prevalencia en los Emiratos
Arabes unidos y Egipto, respectivamente (10).
Mientras que los serotipos VI, VIl y VIl representan
el 20% de prevalencia en el Sudeste Asiatico
(11). Una revision reciente estimé que el 98% de
los aislamientos de mujeres embarazadas a nivel
mundial corresponden a los serotipos la, Ib, II, llI
yV (12).

En Chile, entre los afios 2014-2018, se identificaron
los serotipos de cepas de S. agalactiae aislados
de cuadros invasivos, los cuales demostraron
una distribucién similar a la distribucion mundial
de serotipos. En ese contexto, el serotipo Il es el
de mayor prevalencia entre las cepas analizadas
con un 43,03%, seguido de los serotipos la con
un 21,08% vy el serotipo Ib con un 14,05%. En los
altimos afios, se han podido identificar la presencia

6 @ Rev. Inst. Salud Publica Chile. 2023, 7(2): 5-12

de los serotipos VI, VIl y VIII (13).

El decreto supremo N° 7 del 2020 (14) establece
que todos los laboratorios asistenciales publicos y
privados del pais, deben derivar las cepas aisladas
de cuadros invasivos de S. agalactiae al Instituto
de Salud Pdblica (ISP) para su identificacion
microbioldgica y para estudios de caracterizacion.
La identificacion de los distintos serotipos se
realiza mediante métodos de serologia como
la aglutinacién con antisueros comerciales; o
mediante la técnica molecular de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) usando partidores
especificos para cada serotipo (15). Dado que en
la actualidad la identificacion de los serotipos de
S. agalactiae son destinados solo a muestras de
cuadros invasivos, se desconoce la distribucion de
los serotipos de aislados de colonizacion vaginal,
y con ello la correlacion entre las distribuciones de
los serotipos en aislados de cuadros invasivos y
los hisopados vaginales de mujeres gestantes. Por
lo anterior, se requiere la implementacion de una
metodologia alternativa a los métodos serolégicos,
que resulte menos laboriosa, que sea rapida,
precisa y menos costosa para la determinacion
de serotipos de S. agalactiae en aislados de
colonizacion vaginal.

En este estudio se implementd una metodologia
basada en PCR en tiempo real como estrategia para
la identificacion de los serotipos de S. agalactiae
en aislados de mujeres gestantes como alternativa
a los métodos serolégicos. Cabe destacar que
producto de la pandemia por COVID-19, los recintos
de salud se encontrarian con los ambientes de
laboratorio propicios y con los equipos necesarios
para la implementacién de métodos basados en
la amplificacion de acidos nucleicos, por lo que el
accesoy la experiencia del personal seria la 6ptima.

MATERIALES Y METODO

El material de referencia utilizado para la
implementacion de las metodologias basadas en
PCR, fueron aislados de S. agalactiae provenientes
cuadros invasivos y serotipificados previamente
por métodos serolégicos. Posteriormente, se
determiné el desempefo analitico de tres técnicas
moleculares (PCR convencional, PCR en tiempo
real con SYBR Green y PCR en tiempo real con
Sonda para serotipo). Finalmente, 17 aislados de S.
agalactiae provenientes de colonizacion vaginal,
sin identificacion de serotipos fueron testeadas
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por PCR en tiempo real (con deteccion por SYBR
Green y con sonda de hidrélisis) usando un
PCR convencional como método comparador vy
determinacion de porcentaje de acuerdo positivo
y porcentaje de acuerdo negativo (Figura 1.).

Obtencion de muestras
Para la evaluacion analitica del desempefio de
las metodologias moleculares, se incluyeron 30

Aislados de S. agalactiae
Cuadros In_vas_i_vos (n=30)

serotipo por PCR en tiempo real.

Extraccion de ADN bacteriano

Los aislados fueron inoculadas en caldo Tood-
Hewitt a 37°C por 3 horas con agitacién constante a
220 rpm.Apartirde 1 mlde los cultivos bacterianos,
se procedid a realizar la extraccion de acidos
nucleicos en la plataforma semiautomatizada
NucliSENS® easyMAG® (Biomerieux), de acuerdo

Muestra de S. agalactiae
Mujeres Gestantes (n=17)
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Figura 1. Disefio experimental. Implementacion del método basado en PCR en tiempo real con deteccion por el intercalante SYBR Green® y sonda de
hidrélisis (Tagman®) para aislados de S. agalactiae de cuadros invasivos y para muestras de mujeres gestantes.

aislados obtenidos de muestras de pacientes que
cursaron cuadros invasivos por S. agalactiae. Las
cepas fueron identificadas y serotipificadas por
el Laboratorio de Referencia en Bacteriologia del
ISP. La distribucion de los serotipos de los aislados
fue: la (n=4), Ib (n=73), Il (n=24), Il (n=73), IV (n=
4), V (n=4), VI (n=2), VIl (h=4) y VIIl (n=2). No
se dispone del serotipo IX en el cepario del ISP.
Adicionalmente, se obtuvieron 17 aislados de S.
agalactiae obtenidos de muestras de hisopado
vaginal-rectal de mujeres gestantes entre las 35-
37 semanas de embarazo para determinaciéon del

7 @ Rev. Inst. Salud Pdblica Chile. 2023, 7(1): 5-12

con las instrucciones del fabricante. El eluido fue
mantenido bajo condiciones de congelamiento
a-20°C hasta su uso.

Determinacion de serotipo por PCR de punto
final

Las corridas de PCR se realizaron con el kit OneTaq
DNA Polymerase (New England Biolabs, (16) en
una mezcla con o,5 uL (10 uM) de los cebadores
descritos en Poyart et al., 2007 (17), elaborando
la mezcla segln las instrucciones del fabricante y
10-100 ng de ADN por reaccion. El perfil térmico
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incluyé una etapa de denaturacion inicial a 94 °C
por 5 minutos, luego 10 ciclos con 30 segundos a
94 °C, 50 °C por 3 minutos y 72 °C por 1 minuto,
para finalmente continuar con 40 ciclos que
incluyeron denaturacion a 94 °C por 30 segundos,
hibridacion a 60 °C por 1 minuto y finalmente
extension a 72 °C por 2 minutos y 30 segundos
utilizando el termociclador Stratagene Mx3000P
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU).

Determinacion de serotipo por PCR en tiempo
real con deteccion por intercalante de ADN

La mezcla de reacciébn se prepar6 con el kit
Brillant Il SYBR Green QPCR master mix (Agilent
Technologies) (18) con 2 pL (10 uM) de los cebadores
descritos en la Tabla 1, se elaboré la mezcla con
las instrucciones del fabricante y 10-100 pg de
ADN por reaccion. Las condiciones de reaccion se
compusieron de una fase de denaturacion inicial a

95 °C por 10 minutos para luego continuar con 35
ciclos que consistieron en 95°C por 15 segundos
y 60 °C por 1 minuto, utilizando el termociclador
Quant Studio 5 (Thermo Fisher Scientific).

Determinacion de serotipo por PCR en tiempo
real con sonda de hidrélisis

La mezcla de reaccion se prepar6 con el kit Brillant
I QPCR master mix (Agilent Technologies) (19) con
0,2 L (10 pM) de los cebadores y 1 pL (10 uM) de
Sonda para el serotipo la descritos en la Tabla 1,
se elabord la mezcla con las instrucciones del
fabricante y 10-100 pg de ADN por reaccioén. Las
condiciones de reaccién se compusieron de una
fase de denaturacion inicial a 95 °C por 10 minutos
para luego continuar con 35 ciclos que consistieron
en 95°C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto,
utilizando el termociclador Quant Studio 5 (Thermo
Fisher Scientific).

Tabla 1. Secuencias de partidores y sonda la para la identificacion de serotipos de 5. agalactiae. Tabla

de elaboracién propia basada en Breeding Ky cols. 2016 (20).

Gen Tamano del
Partidor/sonda Secuencia (57-3") K Amplicon
Diana
(pb)
la-F GTTTAAAAATCCTGATTTTGATAGAATTTTAGCAGCTTTTAAC
la-R CTGATATTTTGAATATTATTATGCAAACAATAATAATATGTTCCCCCTA cpsH 207
la-P 6-FAM-TCGTTGATT/ZEN/ATCGGTATAGTATCATTG GCT-IADFQ
Ib-F GTATTAAATTCGTTATTTAGAAGTCCAGAATTTCATAGAGTCATTGC
Ib-R GGCATAATAATATAGAAATCCTAAACAAGACAAAATAATTGCATTAAALC cpst 195
II-F CACATATATATTAAAGTTCACCCTAGAGATAACATTGACTACTCTAATC sk 151
II-R CTAATGCCOTGGAAAAATATGTAATCCCAACATCAAATT
II-F GGAATTGTTCTTTATTTTTCTGCCT cost 70
I-R ACTATACCAAAAGTTGAGAATAATAATACAATACTCCAATGA
IV-F GAAGAAAATATATATTTGCCATACAGTATATCATCTCCTTATTACAATTATC
IV-R CATAGAATACCTTCTTTATTGGTACGTTTACATAAATCATCAATATTAAC cpsk 159
V-F CAAAATTCAATCAGAGAATGTTGTATTTTTTTGAGGCAATTC
V-R CAATCATCTTCCCACATATATCTATTCCACCAAATACTTC cpsO 153
WI-F GACAGTCTATTACGAAAGTATAAGAGCGATT cpsH 219
VI-R AGCTTGTAGATTATCCTGTTTTGTTTGATAGCTTCTCTATATAG
WVII-F GAGGGCTTACCTCACGACAGGAGAAGTAAAAAATATAAAG
WVII-R GCTGCGTTAATAACAATACTGACTTTGGAGC cpsk 160
WII-F GACTAATGGTTAAGTATGCTAACTTGCTAATTTGTGATAGTAA sk 152
VII-R CTTGTCCTTAAAATTGTGTTTTGACTTTGTCAGATCAGTC
IX-F CATTGAGCAAAGAGAAAACAGTATATGTCAAAGGGC oSO 128

IX-R ATGTTCAAGGATAAAATCTCTATTATGTTGCATTGCTTCA
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Analisis estadistico

Se utiliz6 el software MedCalc (https://www.
medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) para
calcularlosparametrosdiagnosticosdesensibilidad
y especificidad a partir de los datos obtenidos de
las técnicas moleculares para aislados de cuadros
invasivos previamente caracterizados por métodos
serolégicos (21). Para comparar los resultados
entre las metodologias moleculares, se calcularon
los porcentajes de acuerdo positivo y negativo

entre las técnicas.
RESULTADOS

Identificacion de serotipos de S. agalactiae por
de PCR en tiempo real

Utilizando los aislados de cuadros invasivos
previamente serotipificadas, se calcularon los
parametros de deteccibn de sensibilidad vy
especificidad para cada uno de los serotipos para
evaluar el desempefio de las técnicas moleculares

Tabla z. Evaluacian en términos de pardmetros de deteccidn del ensayo de PCR convencional, PCR

en tiempo real con SYBR Green para cada serotipo y PCR en tiempo real con sonda de hidrélisis.

. Resultado PCR en tiempo real Resultado PCR en tiempo real
Resultado PCR convencional
(SYBR Green) (Sonda)*
Serofipo
Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Cspedificidad Sensibilidad Espedificidad
[1C 95%] [1C 95%] [IC 95%] [1C 95%] [1C g5%] [1C 95%]
75,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
la [10,41% a [86,77% a [39,76% a [86,77% a [39,76% a [86,77% a
09,37 %] 100, 00%) 100,00%) 100,00%) 100,00%) 100,00%)
66,67% 100,00% 100,00% 96,43%
I [9.43% a [87.23%a [15.81% a [81,65% a
99,16%) 100,00%) 100,00%) 99,91%)
25,00% 100,00% 66,67% 96,30%
I [0.63% a [B6,77% a [9.43% a [81,03% a
Bo,59%] 100,00%| 99,16%) 99,91%)
66,67% 100,00% 100,005% 100,00%
1 [9.43% a [B7.23%a [29,24% a [B7.23%a
99,16%) 100,00%) 100,00%) 100,00%|
0,00% 06,30% 66,67% 96,30%
I [o,00% a [B1,03% a [9.43% a [B1,03% a
70,76%) 59,91%)] 99,16%)] 99,91%)]
50,00% 100,00% 66,67% 96,30%
W |6,76% a [86,77% a [3,43% a [81,03% a
53,24 %)] 100,00%)] 99,16%) 94,01%)
100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
WVl [15,81% a [87.66% a [15.81% a [87.66% a
100,00%] 100, 00%) 100, 00%) 100.00%|
0,00% 100,00% 0,00% 92,56%
Wl [o,o0% a [86,77% a [0,00% a [76,50% a
60,245 100, 00%) B4,19%) 903,12%)
100,00% 100,00% 50,00% 100,00%
Wi [15,81% a [87.66% a [1,26% a |87.66% a
100,00%] 100,00%) 98,74 %) 100,00%|

IC g5%: intervalo de confianza del 95%. *Solo serotipo la.
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Hgura 2. Porcentajes de sensibilidad y espacificidac de |z téonica de PCR convencional frente a los
aislados de cuadros invasivos.

en la determinacion de los serotipos de S.
agalactiae (Tabla 2y Figuras 2y 3).

Estos resultados demuestran que las técnicas
moleculares basadas en PCR en tiempo real
presentan un mayor porcentaje de concordancia
con los métodos serologicos, expresado en
los parametros diagndsticos de sensibilidad y
especificidad. Con estos resultados, se procedid
a realizar la serotipificacion de los aislados

120%
100%
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Serotipos de 5. agalactioe
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higura 3 Sensibilidad y Espedficidad de PCR en tiempo real con SYBR Green@ frente a aislados de
cuadros invasivos. *PCR en tiempao real con sonda de hidrolisis para serotipo la (Azul: Sensibilidad;
celeste: Especificidad).

de hisopados vaginales de mujeres gestantes
mediante PCR en tiempo real.

Determinacion de serotipo en aislados de
mujeres gestantes.

En base al desempefio analitico que presentaron
las diferentes técnicas moleculares para los
aislados de cuadros invasivos, se valido la técnica
de PCR en tiempo real para la identificacion de los

Tabla 3. Evaluacién en términos de parametros diagndsticos del ensayo de PCR en fiempo real con

SYBR Green para serotipo la y Il y PCR en tiempo real con sonda para serotipo la de muestras de

gestantes.
PCR en tiempo real PCR en tiempo real
(SYBR Green) (sonda de hidrélisis)
Serotipo
% Acuerdo positivo % Acuerdo negativo % Acuerdo positivo % Acuerdo negativo
[IC 95%] [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%]
| 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
a

[36,06% a 100,00%)

[7.82% a 100,00%]

[63,06% a 100,00%)] [47,82% a 100,00%)]

100,00%

[47,82% a 100,00%]

100,00%

[63,06% a 100,00%)]

120%

100%
80%
60%
40%
-~ N HE
0%
la 1l

Serotipo de §. agalactiae

*la

W Acuerdo Positivo W Acuerda Negativo

Figura 4. Porcentajes de Acuerdo Positivo y Acuerdo Negativo para PCR en tiempo
real con SYBR Green para aislados de mujeres gestantes. *PCR en tiempo real con
sonda de hidralisis para serotipo la (Azul: Acuerdo Positivo; celeste: Acuerdo
Negativo).

10 @ Rev. Inst. Salud Pdblica Chile. 2023, 7(1): 5-12

serotipos de S. agalactiae, por lo que se procedid
a realizar el mismo analisis estadistico para 17
muestras de aislados de colonizacién vaginal,
cuyos resultados estan contenidos en la Tabla 3y
Figura 4.

DISCUSION

S. agalactiae es el principal causante de
infecciones neonatales graves como meningitis,
sepsis y bronconeumonia a nivel mundial (1).
Actualmente en Chile, la caracterizacién de los
diferentes serotipos de S. agalactiae mediante
métodos  serolégicos son destinadas solo
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a aislados de cuadros invasivos. La técnica
molecular basada en PCR en tiempo demostro alta
concordancia con los métodos de referencia en la
identificacion de los serotipos. La metodologia de
PCR en tiempo real se basa en la amplificacion de
regiones especificas de los genes que codifican
para las enzimas responsables de la sintesis de la
capsula de S. agalactiae. A partir de los aislados
de cuadros invasivos previamente serotipificados,
se calcularon la sensibilidad y especificidad para
las técnicas moleculares de PCR de punto final,
PCR en tiempo real con SYBR Green y sonda de
hidrélisis (Tabla 2) (Figura 2 y 3). Demostrando
gue la metodologia basada en PCR en tiempo real
presenta un desempeno similar a los métodos
serolégicos. Los 17 aislados de S. agalactiae
provenientes de mujeres gestantes analizados
por métodos moleculares representan un estudio
preliminar que puede ser escalado a un nimero
mayor de cepas para evaluar su desempefio
siendo comparados con métodos serolégicos. Sin
embargo, estos resultados comprueban que es
factible técnicamente la migracion de la técnica
molecular de PCR convencional a PCR en tiempo
real, como herramienta complementaria para la
identificacion de los serotipos de S. agalactiae en
muestras obtenidas de mujeres gestantes.
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