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RESUMEN

Introduccion. Streptococcus agalactiae es responsable
de infecciones en neonatos, gestantes, puérperas y adultos
con enfermedad de base predisponente. En infecciones con
riesgo de vida se recomienda la penicilina (PEN) o ampicilina
en combinacion con gentamicina (GEN). La resistencia de alto
nivel (RAN) a los aminoglucésidos se asocia a una pérdida
del efecto sinérgico bactericida de la combinacion con un be-
talactamico. El objetivo de nuestro trabajo fue determinar la
prevalencia de RAN a GEN y estreptomicina (EST) y establecer
la utilidad de los discos de alta carga vy las placas de corte para
su deteccion.

Métodos. El estudio se realizd con 141 cepas Unicas de S.
agalactioe aisladas de muestras vaginales o rectales de em-
barazadas a término. Se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) a GEN y EST con el método Etest y se obtuvo
el halo de inhibicion con discos de GEN 120 pg y EST 300 pg.
Se utilizaron placas de corte con GEN 100 mg/L, GEN 500 mg/L
y EST 2000 mg/L para detectar la RAN.

Resultados. La prevalencia de RAN fue 13,5% a GEN,
16,3% a EST y del 7,8% en forma simultanea. Las cepas con
ausencia de halos en el disco de alta carga de GEN y EST tu-
vieron una CMI 2512 mg/Ly =1024 mg/L. Las cepas con halos
= 13 mm a GEN y EST mostraron una CMI <64 mg/Ly =
512 mg/L respectivamente. En estos aislamientos las placas de
corte fueron negativas. La RAN a aminoglucosidos se asocio
(83,9%) con resistencia a eritromicina y/o clindamicina.

Conclusiones. Destacamos la emergencia de cepas con
RAN a los aminoglucosidos. El empleo de discos de alta carga
y placas de corte de manera similar a Enterococcus spp. es una
estrategia sencillay aplicable a S. agalactiae.
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ABSTRACT

Introduction. Streptococcus agalactiae has become rec-
ognized as a cause of serious illness in newborns, pregnant
women, and adults with chronic medical conditions. Optimal
antimicrobial therapy for serious infections requires the use of
synergistic combinations of a cell wall-active agent, such as
a penicillin, with an aminoglycoside, which results in bacte-
ricidal activity against this organism. The synergistic effect is
eliminated by the acquisition of high-level resistance (HLR) to
aminoglycosides. The aim of our study was to determine the
prevalence of HLR to gentamicin (GEN) and streptomycin (EST).
The ability to detect HLR using a standard agar screen plate
and high-content discs was investigated.

Methods. This study was conducted with 141 strains of S.
agalactiae isolated from vaginal and rectal swabs of pregnant
women at term. Minimum inhibitory concentrations (MICs) to
GEN and STR were determined by the E-test method. Disks of
GEN (120 pg) and STR (300 pg) were used to detect HLR. Agar
screening plates were performed with GEN 100 mg/L, GEN 500
mg/L and STR 2000 mg/L.

Results. The HLR to GEN and STR was detected in 13.5%
and 16.3% of the isolates respectively. Among 141 strains,
7.8% were simultaneously resistant to GEN and STR. With
120-ug GEN and 300-pg STR disks, strains for which MICs
were =512 mg/L and =1024 mg/L had no zones of inhibition.
Isolates with inhibitory zones for GEN and STR of =13 mm
showed a MICs <64 mg/L and <512 mg/L. All the screening
plates were negative for these isolates. HLR to aminoglycosides
was associated (83.9%) with resistance to erythromycin and/
or clindamycin.

Conclusions. This study highlights the emergence of
strains with HLR to aminoglycosides. The disk-agar diffusion
test performed with high-content aminoglycoside disks and
screening plates can provide laboratories with a convenient
and reliable method for detecting S. agalactiae isolates that
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are resistant to aminoglycoside-betalactam synergy.
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INTRODUCCION

Streptococcus agalactioe es una de las principales cau-
sas de infecciones severas en neonatos la cual se manifiesta
en forma de neumonia, sepsis 0 meningitis"% En gestantes y
puérperas es responsable de infecciones como corioamnionitis,
endometritis postparto, infeccion de la herida quirurgica tras
cesarea e infeccion del tracto urinario. Fuera del periodo post-
parto la mayoria de las infecciones en adultos se dan en pa-
cientes con enfermedades predisponentes®*. En la actualidad
se observa que la amplia mayoria de las infecciones invasivas
se producen en adultos mayores de 18 afios y también resul-
ta llamativo que presenta una mayor mortalidad respecto de
Streptococcus pyogenesS.

La penicilina (PEN) o ampicilina contintan siendo las dro-
gas de eleccion para el tratamiento de las infecciones ocasio-
nadas por S. agalactiae. En infecciones severas se recomienda
la utilizacion de un aminoglucosido, habitualmente gentami-
cina (GEN), para lograr un efecto sinérgico bactericida. La re-
sistencia de alto nivel (RAN) a GEN y a la estreptomicina (EST)
se asocia a una pérdida del efecto sinérgico bactericida de la
combinacion con un betalactamico. La prevalencia de S. aga-
lactiae con RAN a los aminoglucdsidos es baja y solo ha sido
detectada ocasionalmente’'°.

En un trabajo reciente observamos una alta prevalencia
de resistencia a eritromicina (27,5%), clindamicina (30,3%) vy
levofloxacino (5,6%) en aislados de S. agalactiae provenientes
de muestras vaginales y rectales de embarazadas a término'.
Todos los aislamientos fueron sensibles a PEN pero algunos
ocasionalmente estudiados presentaron ausencia de halo de
inhibicion con discos de GEN 30 pg. Esta situacion nos llevo a
reevaluar ese grupo de cepas con el objetivo de determinar el
estado actual de la RAN a los aminoglucdsidos, comprobar la
utilidad de las placas de corte y de los discos de alta carga de
GEN y EST que se emplean habitualmente en la deteccion de la
RAN en Enterococcus spp.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd con 142 cepas Unicas de S. agalactiae
aisladas consecutivamente de hisopados vaginales o rectales
de mujeres embarazadas con edad gestacional de 35 a 37 sem-
anas. Los aislamientos fueron conservados en viales VIABANK
(Medical Wire & Equipment, Corsham, Wilsshire. UK.) v, en el
momento de realizar el estudio, se subcultivaron en medio
cromogeénico chrom ID Strepto B (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Francia). Las colonias que no presentaron color rojo ladrillo
luego de 48 h de incubacion fueron descartadas. Se reconfirméd
la identificacion por métodos convencionales en los aislamien-
tos resistentes.

Se determind el halo de inhibicion frente a discos de eri-
tromicina 15 pg, clindamicina 2 pg, GEN 120 pg y EST 300 ug

(Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) utilizando placas de Agar Mue-
llen Hinton con 5% de sangre de carnero (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Francia) con incubacion a 35°C en 5% de CO, durante
24 h. La interpretacion de los halos de inhibicion para eritro-
micina y clindamicina se realizo segun los criterios del CLSI™.
La caracterizacion fenotipica de la resistencia a macrélidos
se realizo mediante la técnica de difusion por doble disco. El
fenotipo MLSb-C (constitutivo) se defini6 como resistencia a
eritromicina y clindamicina. La resistencia a eritromicina y el
achatamiento del halo de clindamicina en forma de “D" en su
zona proxima al disco de eritromicina se defini6 como feno-
tipo MLSb-I (inducible). La cepas resistentes a eritromicina vy
sensibles clindamicina sin modificacion de halo se clasificaron
como fenotipo My las sensibles a eritromicina con resistencia
a clindamicina como fenotipo L. Se obtuvo el valor de la CMI a
GEN y EST con tiras Etest (AB Biodisk, Solna, Suecia) en iguales
condiciones que el método de difusion y siguiendo las instruc-
ciones del fabricante.

Se realizaron placas de corte inoculando 10 pl de una
suspension 0,5 McFarland de cada cepa en agar infusion cere-
bro corazon con GEN 100 mg/L y 500 mg/L y EST 2000 mg/L.
Se considero positivo al desarrollo de al menos 1 colonia luego
de 24 h de incubacion a 35°C en aerobiosis para placas con
GEN y de 48 h de incubacion para EST.

RESULTADOS

Se recuperaron 141 de las 142 cepas después de estar
conservadas dos meses a -20°C en el sistema VIABANK. En 110
(78,0%) se observo ausencia de RAN (S) a GEN y EST mientras
que 31 (22,0%), presentaron RAN al menos a uno de los ami-
noglucésidos. Analizando este grupo de 31 cepas se encontra-
ron 8 RAN GEN-EST S, 12 GEN S- RAN EST y 11 RAN GEN y
EST. De esta manera la prevalencia de RAN fue 13,5% a GEN,
16,3% a EST y del 7,80% en forma simultanea. En las tablas 1y
2 se muestra la correlacion de la CMI, los halos de inhibicion
con los discos de alta carga y las placas de corte. Se encon-
tré una distribucion bimodal para ambos aminoglucosidos. Las
cepas con ausencia de halo en el disco de alta carga de GEN vy
EST tuvieron una CMI 2512 mg/L y 21024 mg/L. Las cepas con
halos = 13 mm a GEN mostraron una CMI <64 mg/L y placa
de corte negativa. Las aislamientos con halos =13 mm a STR
correlacionaron con placa de corte negativa y CMI <512 mg/L.
En el grupo de 31 cepas con RAN a GEN y/o EST se encontraron
26 (83,9%) con resistencia a eritromicina y/o clindamicina (21
MLSb C, 2 MLSb Iy 3 ). Entre los110 aislados sin RAN a ami-
noglucésidos solo 17 (15,5%) fueron resistentes a eritromicina
y/o clindamicina (13 MLSb C, 3 MLSb 'y 1 L).

DISCUSION

En la ultima década se ha producido un incremento de in-
fecciones invasivas por S. agalactioe en adultos con enferme-
dades predisponentes''%. La PEN o la ampicilina son drogas de
eleccion mientras que para infecciones invasivas se recomienda
el agregado de un aminoglucdsido como GEN. La RAN a los ami-
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Tabla 1 Correlacion de halos de inhibicion obtenidos con discos de gentamicina 120ug, la
concentracion minima inhibitoria y la placa de corte en 141 aislamientos de S. agalactiae
Aislamientos Difusion por discos (mm) CMI por Etest (mg/L) Placa de corte (mg/L)
S. agalactiae (n) GEN 120 pg GEN GEN 100 GEN 500
19 6 512- 21024 + +
0 7-9 SA SA SA
0 10-12 SA SA SA
24 13-15 32-64 = =
98 =16 4-64 - -

SA: Sin aislamientos; CMI: concentracion minima inhibitoria; GEN: gentamicina.

Tabla 2 Correlacion de halos de inhibicion obtenidos con discos de estreptomicina 300pg, la
concentracion minima inhibitoria y la placa de corte en 141 aislamientos de S. agalactiae
Aislamientos Difusion por discos (mm) CMI por Etest (mg/L) Placa de corte (mg/L)
S. agalactiae (n) EST 300ug EST EST 2000
23 6 > 1024 +
0 7-9 SA SA
0 10-12 SA SA
29 13-15 128-512 -
89 =16 16-256 -

SA: Sin aislamientos; CMI: concentracion minima inhibitoria; EST: estreptomicina.

noglucdsidos anula el efecto sinérgico en la combinacion con un
antibiotico betalactamico. En este estudio observamos una alta
prevalencia de RAN a GEN (13,5%) a EST (16,3%) y 7,8 % para
ambos. No encontramos en la literatura trabajos con esta preva-
lencia a excepcion de lo publicado por Poyart et al. con un 9,7 %
de RAN a EST™. Al disponer de aislamientos resistentes pudimos
comprobar el excelente desempefio de los discos de GEN 120
g, EST 300 pg aplicando los puntos de corte utilizados para
Enterococcus spp. Sin embargo, no encontramos cepas con CMIs
a GEN entre 128 a 256 mg/L por lo que no podemos asegurar la
utilidad del disco de GEN 120 g en estos casos. Lopardo et al.
detectan en un aislamiento el gen aac6/aph2 con CMI 128 mg/L
a GEN, ausencia de sinergia en curvas de letalidad y 10 mm de
halo en GEN 120 pg (sensible para sinergia). Para estos casos re-
comiendan el uso del disco de kanamicina 1000ug®. Grandlund
et al. en cepas con CMI a GEN entre 32 y 128 mg/L también en-
cuentran de utilidad este disco aunque no informan el resultado
del disco de gentamicina 120 pg'.

En los aislamientos con RAN a los aminoglucosidos ob-
servamos resistencia asociada a macrdlidos y lincosamidas
en 83,9 % en comparacion al 15,5 % en las cepas sin RAN. Es
necesario realizar nuevos estudios para caracterizar los meca-
nismos de resistencia en estas cepas y probar si las resistencia
a aminoglucosidos, macrolidos y lincosamidas estan genéti-
camente vinculadas como ha sido descrito en Enterococcus

Spp.17,18.

En conclusion consideramos que la RAN a los aminoglu-
cosidos encontrada en este trabajo resulta preocupante y obli-
ga a realizar la deteccion en todas las cepas provenientes de
procesos infecciosos. La utilizacion de discos de alta carga o la
placa de corte es una metodologia sencilla y aplicable para S.
agalactiae.
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