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RESUMEN The new prototype was compared to direct plating of vagi-

Se ha disefiado un dispositivo de nueva invencion que
combina recogida, transporte, cultivo y deteccion del estrep-
tococo del grupo B (EGB) sin necesidad de procesamiento ni
manipulaciones intermedias, de manera que simplifique todo
el proceso. El objetivo ha sido evaluar el rendimiento y utili-
dad de dicho dispositivo en la deteccion del EGB en mujeres
embarazadas. Se comparo el nuevo prototipo en paralelo con
la siembra directa de las muestras vagino-rectales en el medio
solido Granada en placas tradicionales. Mediante la siembra
directa se detectaron 124 muestras positivas de 600 (20,6%).
Mediante el nuevo dispositivo se detectaron las mismas que
en siembra directa y ademas 10 adicionales 134/600 (22,3%).
La utilizacion del nuevo dispositivo podria ser considerada en
la practica clinica asistencial de rutina para el cribado del EGB
mediante previo acuerdo de comercializacion.
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Evaluation of a new device for sample
collection, transport and detection of Group B
Streptococcus in pregnant women

ABSTRACT

We have designed a new device that combines sample
collection, transportation, culture and detection of Group B
Streptococcus (GBS), requiring no additional processing in the
clinical laboratory. The objective was to evaluate the perfor-
mance of this device for GBS detection in pregnant women.
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nal-rectal swabs onto Granada solid media plates. Direct plat-
ing method detected 124 positive samples out of 600 (20.6%)
whereas the new device detected 10 additional positive sam-
ples (134/600, 22.3%). This new device (patent-protected)
could be considered for routine GBS screening.

Keywords: Group B Streptococcus; pregnant woman; screening.

INTRODUCCION

El estreptococo del grupo B (EGB) esta considerado como
una de las bacterias principales causantes de sepsis neonatal'=.
Aunque la incidencia es relativamente baja, su alta mortalidad
hace que se considere necesario consensuar estrategias de
prevencion para evitar graves o fatales episodios. Actualmente,
para la profilaxis de la sepsis neonatal causada por el EGB se
recomienda realizar un cribado en mujeres embarazadas entre
la semana 35-37 de gestacion para actuar con efectividad en
la prevencion intraparto, segun las recomendaciones interna-
cionales de los Centers for Diseases Control and Prevention
(CDC)* La muestra dptima sobre las cuales se debe realizar el
cribado son frotis vagino-rectales obtenidos con torunda, pri-
mero por introduccion vaginal, sequido de introduccion anal
con ligera rotacion para mejorar el rendimiento. La torunda
debe inocularse en medio de transporte Stuart-Amies hasta su
procesamiento. La deteccion de laboratorio del EGB se puede
realizar mediante método de cultivo o mediante técnicas mo-
leculares. Los CDC recomiendan para la recuperacion del EGB
de las muestras, la utilizacion de caldos de enriquecimiento
como el Todd Hewitt o el Lim, con o sin antibioticos que supri-
man parte de la flora acompafante, para posteriormente sub-
cultivarlo en placas de agar sangre para detectar la beta he-
molisis. También se utilizan con buen rendimiento medios cro-
mogenos y medios con nutrientes que favorecen la produccion
de pigmentos de color naranja por los EGB como es el medio
Granada. En el ultimo documento consenso espafol®, también
se contempla la posibilidad de inocular de forma directa la to-
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runda en el medio solido Granada sin necesidad de utilizar cal-
do de enriquecimiento previo. En cualquier caso, se necesita un
dispositivo de toma y transporte de muestra y posteriormente
un procesamiento en el laboratorio de microbiologia que re-
quieren de manipulacion para la inoculacion en caldo, en placa
directa 0 ambas combinadas en secuencia temporal tras incu-
baciones anaerobias entre 24-48 horas. En el presente estudio,
se ha disefiado un dispositivo prototipo casero de nueva inven-
cion que combina inoculacion del medio, transporte, cultivo y
deteccion del EGB sin necesidad de procesamiento ni mani-
pulaciones intermedias, de forma que simplifique el proceso y
elimine errores de etiquetado de muestra y manipulacion. El
objetivo ha sido evaluar el rendimiento y utilidad de dicho pro-
totipo en la deteccion del EGB en mujeres embarazadas.

MATERIAL Y METODOS

Se disefid y patentd por los autores del presente estudio,
un dispositivo casero a modo de prototipo consistente en un
tubo cilindrico de plastico con un lateral cubierto en lengle-
ta por medio solido Granada (Becton Dickinson, USA) y con-
teniendo en el fondo 800 ul de caldo Todd Hewitt con anti-
bidticos (BectonDickinson, USA), respetando las condiciones
de almacenaje y tiempo de caducidad del fabricante de ambos
componentes (figura 1). El tapon del dispositivo disponia de
rosca debidamente aflojada para permitir la entrada de la at-
mdsfera anaerobia durante la incubacion. Se diseAd para que
en un solo dispositivo se pudiese inocular la muestra, transpor-
tar, enriquecer y detectar el EGB sin necesidad de manipula-
cion y pasos intermedios. Se realizo un estudio piloto en el que
se comparo la siembra directa de las muestras vagino-rectales
en el medio solido Granada en placas tradicionales (Becton
Dickinson, USA), con la posterior inoculacion del nuevo tubo
con las mismas torundas usadas del paciente. El nuevo dispo-
sitivo fue sembrado del siguiente modo: primero se sembro la
lenglieta y posteriormente se sumergio la torunda en el medio
de enriquecimiento. Las placas y tubos se incubaron en ver-
tical a 37°C durante 48 horas en atmosfera anaerobia (con el
tapon ligeramente desenroscado). A las 24 horas se realizo una
primera lectura y el nuevo dispositivo se inclino lo suficiente
como para bafar la superficie del agar de la lenglieta con el
medio liquido enriquecido. El crecimiento de colonias de co-
lor naranja (de cualquier tonalidad: intensa, media o tenue)
se considerd positivo segun las instrucciones del fabricante
(Becton Dickinson, USA), tanto en las placas como en el nuevo
dispositivo. El limite de deteccion del nuevo dispositivo se de-
termind por inoculacion en triplicado de diluciones seriadas de
concentracion conocida segun la escala de MacFarland. Se rea-
lizaron inoculaciones seriadas por triplicado, de 1000, 100, 10
y 1 Unidades Formadoras de Colonia (UFC). La especificidad de
las muestras consideradas positivas se determind mediante la
identificacion de las colonias naranjas con el sistema de iden-
tificacion API Rapid Strep (Biomerieux). Asi mismo, también
se probo con siembras de cepas control de la coleccion ATCC:
Streptococcus agalactiae ATCC 12386, Streptococcus pyoge-
nes ATCC 19615, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylo-

Dispositivo para transporte, cultivo y
deteccion del EBG. Tubo de la izquierda:
muestra positiva. Tubo de la derecha:
muestra negativa.

Figura 1 ‘

coccus aureus ATCC 25923, Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Proteus mirabilis ATCC 43071 y Escherichia coli ATCC 25922.
Todas las cepas control se probaron en dispositivos a los tres
meses de su fabricacion casera para verificar la estabilidad del
producto.

RESULTADOS

El limite de deteccion del nuevo dispositivo fue de 1 UFC
de EGB obteniéndose resultados positivos en todas las inocu-
laciones seriadas por triplicado. Para el estudio piloto se inclu-
yeron un total de 600 muestras vagino-rectales. Mediante la
siembra directa se detectaron 124 muestras positivas de 600
(20,6%). Mediante el nuevo dispositivo se detectaron, ademas
de las mismas que en siembra directa, 10 adicionales con un
resultados global de 134 muestras positivas de 600 (22,3%).
Todas las muestras consideradas positivas de cualquier inten-
sidad (fuerte, media o tenue) fueron confirmadas mediante
el sistema de identificacion APl Rapid Strep (Biomerieux). Los
resultados con las cepas control fueron los siguientes: Strep-
tococcus agalactiae ATCC 12386: crecimiento de colonias de
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color naranja; Streptococcus pyogenes ATCC 19615: creci-
miento de colonias pequefias de color ligeramente grisaceo;
Enterococcus faecalis ATCC 29212: crecimiento de colonias de
tamafio mediano de color gris; Staphylococcus aureus ATCC
25923: sin crecimiento; Bacteroides fragilis ATCC 25285: sin
crecimiento; Proteus mirabilis ATCC 43071: sin crecimiento;
Escherichia coli ATCC 25922: sin crecimiento. Los resultados de
las cepas control testados en dispositivos a los tres meses de su
fabricacion fueron idénticos a los de reciente fabricacion.

DISCUSION

Tras revision de la bibliografia relacionada, no se encontro
ningun estudio que utilizara dispositivo similar ni para el transpor-
te y deteccion del EGB ni para otros microorganismos, por lo que
se decidio proteger la invencion mediante patente con propiedad
titular del Servicio Andaluz de Salud cuyo nimero de solicitud es
P201530810. Si existe un medio Granada bifasico comercial con
una utilidad similar al presente estudio pero con disefio y mate-
riales diferentes, consistente en un tubo con un caldo y un fondo
de medio sélido en polvo que pigmenta con la presencia de EGB
tras 48 horas de incubacion, pero con rendimientos que no han
demostrado ser suficientemente aceptables®”. Aunque la siembra
directa en medio granada aporta buenos resultados? y esta acep-
tada como método de cribado®, existen numerosos estudios que
demuestran un mejor rendimiento para la deteccion del EGB con
la utilizacion de un medio de enriquecimiento seguido de pase a
medio solido®"", bien agar sangre para observar la beta hemlisis
o0 bien un medio cromoégeno o medio granada para observar la
pigmentacion producida por la bacteria. Por eso se decidio unir
ambos componentes, enriquecimiento y cultivo en medio grana-
da en un mismo dispositivo, de manera que permitiera simplifi-
car el proceso, evitando errores inherentes a la manipulacion, y
adecuarse a los mejores rendimientos reportados en la bibliografia
para la recuperacion del EGB en mujeres embarazadas y asi evitar
0 prevenir en lo maximo posible la transmision vertical y la apari-
cion de sepsis neonatal por dicha bacteria patogena. Por tanto, el
dispositivo realiza las funciones de transporte de muestra, cultivo
y deteccion en un solo paso, evitando procesos y manipulaciones
intermedias, simplificando de esta forma la deteccion de EGB y
posibles errores en procesamiento, seguimiento y recepcion de la
muestra.

La sensibilidad del dispositivo determinada por el limite de
deteccion por indculo se ha mostrado con un nivel de recupe-
racion excelente, detectandose inoculos de solo 1 UFC de EGB
en las series realizadas en triplicado. Por otra parte, la especi-
ficidad de la deteccion mediante la pigmentacion de cualquier
intensidad del color naranja, también se mostro excelente, con
un 100% de especificidad segun la confirmacion con la iden-
tificacion mediante el sistema APl Rapid Strep y con las cepas
control de la coleccion ATCC probadas.

El estudio piloto realizado en comparacion a la siembra
directa, muestra resultados prometedores a favor del dispo-
sitivo prototipo de nueva invencion, detectandose todos los
positivos diagnosticados por siembra directa, ademds de de-
tectar casi un 29% mas de muestras positivas. Los resultados

preliminares, no solo mantiene, sino que mejora el rendimien-
to diagndstico frente a la siembra directa. Este hecho, es espe-
cialmente relevante cuando en este ensayo se ha inoculado el
nuevo dispositivo con las torundas previamente sembradas en
placas de medio sélido Granada, con la consiguiente disminu-
cion del indculo sembrado en el nuevo dispositivo. Por tanto,
esta nueva combinacion de medio solido y de enriquecimiento
en un solo dispositivo podria contribuir a disminuir la tasa de
incidencia de sepsis neonatal causada por el EGB. De cualquier
modo, seria necesario confirmar dichos resultados con estu-
dios mas extensos que permitan validar la técnica en centros
externos, imprescindible para su posible comercializacion.

En conclusion, el nuevo dispositivo, ademas de recuperar
mds muestras positivas que la siembra directa, podria ahorrar
costes en medios de transporte y manipulaciones interme-
dias, haciendo mas sencillo todo el proceso desde la toma de
muestra hasta la lectura e interpretacion. Su utilizacion en un
futuro proximo podria ser considerada en la practica clinica
asistencial de rutina para el cribado del EGB mediante previo
acuerdo de comercializacion y validacion externa.
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