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RESUMEN
El Streptococcus agalactiae miembro de la flora bacteriana normal de vias

genitales femeninas y causante de sepsis neonatal asi como de meningitis y neumonia.

En nuestro pais unicamente se han realizado 2 estudios, el primer estudio se
realizé en el Hospital de Maternidad donde no se logro aislar ningin caso positivo; el
segundo estudio se hizo en el Hospital de San Francisco Gotera donde se aislo un caso

positivo de 45 pacientes muestreadas.

Durante los meses de Julio a Septiembre de 2006 se realizo en mujeres gestantes
entre las 35 a 37 semanas un estudio para conocer el estado de salud de estas; asi
también comprobar la existencia de Streptococcus B- agalactiae en los sitios anatomicos

como son: Fondo de Saco Uterino, Tracto Urinario y Region Peri anal.

Esta iniciativa nacié debido a los casos de aborto registrados en el Hospital
Nacional de Santiago de Maria, razén por la cual se trabajo con las pacientes atendidas
en el control prenatal siendo un numero de 41, a estas se les explico el objetivo del
estudio, la forma de recolectar las muestras (Orina, Fondo de Saco Uterino y Region

peri anal ) .
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Posteriormente se les cito para la toma de muestras a las gestantes que estuvieran
en las 35 a 37 semanas (durante la 3ra semana de Julio hasta la 1ra semana de

Septiembre).

Se realizaron cultivos a las muestras obtenidas en los medios de Mac Conkey,
Agar Sangre, Medio de Granada y Caldo Todd — Hewitt con Gentamicina, siendo estos
dos ultimos en los que se logro aislar Streptococcus B- hemolitico .

De la oblacion en estudio dos pacientes resultaron positivas a Streptococcus
agalactiae lo que corresponde a un 4.88% de la poblacion total.

En los examenes microscopicos: Directos y coloracién de Gram. Se observaron 5
casos positivos a vaginosis; 2 a causa de levaduras; haciendo un porcentaje de 4.88 % y
3 casos ocasionados por Gardnerella vaginalis con un porcentaje de 7.32%, de esta
manera se demuestra un desequilibrio en la Flora Bacteriana de las gestantes.

El sitio anatdmico contaminado por Streptococcus B- hemolitico fue Fondo de
Saco Uterino.

A estas pacientes se les atendi®6 previo al parto con Trimetroprim —
Sulfametoxazol; Posteriormente a los hijos de estas se les realizaron pruebas al nacer y a
los 7 dias como son: Hemograma completo, Recuento de plaquetas, Proteina “C*
reactiva y Eritrosedimentacion; obteniéndose resultados que no indicaban secuelas por

dicha infeccion.
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INTRODUCCION
En la actualidad, las necesidades de todos los seres humanos se hacen cada dia
mayores; razon por la cual los paises estan obligados a buscar estrategias que ayuden a

suplir las necesidades de la poblacion.

Uno de los principales derechos que tenemos los seres humanos es una “salud
integral”, tomando en cuenta todos los aspectos que forman este término.

Dia a dia los gobiernos y organizaciones no gubernamentales, estan enfocados en
promover la salud, principalmente en el caso de las mujeres y nifios; con el objetivo de
evitar las multiples infecciones a las que estan expuestos.

Es necesario sefialar que dichas infecciones han estado presente durante mucho
tiempo, probablemente se han producido cambios en cuanto a la etiologia de las
infecciones.

En los ultimos afios se ha dado el predominio de agentes etioldogicos como
bacterias gram positivas, sobre todo Streptococcus beta hemoliticos del grupo B

(Streptococcus agalactiae) causante de sepsis neonatal y meningitis relacionados con

partos prematuros y posibles abortos.

Estos casos se observaron en el Hospital Nacional de Santiago de Maria,
Departamento de Usulutdn durante la practica hospitalaria; por lo que se hizo necesario
desarrollar un estudio para determinar las causas de abortos y partos prematuros,
conocer si estos son a consecuencia de procesos infecciosos producidos por

Streptococcus agalactiae, u otros factores.
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De esta forma el Trabajo de Investigacion estd compuesto por 6 capitulos. En el

capitulo I se presenta el planteamiento del problema donde se da a conocer la situacion
por la cual atraviesa nuestro pais y la forma en que éste afecta la salud de la poblacion.
En este caso la mujer; siendo ésta la que ocupa el mayor numero en poblacion a nivel
mundial tomando en cuenta las obligaciones que tiene tanto en el hogar como en la
sociedad misma, cuidado y educacion de sus hijos, muchas de estas madres se encargan
de sostener los hogares ya sea porque son madres solteras o porque la pobreza les obliga
a colaborar con la economia. En las mujeres de los paises en vias de desarrollo, existe
una gran incidencia de mortalidad y morbilidad; por lo menos el 35% de las mujeres no
reciben atencion prenatal, cerca del 50% da a luz sin la presencia de una persona
calificada y el 70% no recibe atencion post parto. En este capitulo se incluye los
antecedentes del fendmeno, en los cuales se menciona que segin las estadisticas del
Hospital Nacional de Santiago de Maria en el afo 2004 de 1,338 partos atendidos 126
corresponden a abortos espontaneos y 16 nifios nacieron muertos haciendo un
porcentaje de 9.41%.
Para el ano 2005 se obtuvo un total de 1,290 partos, de los cuales 186 corresponden a
abortos espontaneos y 18 nifios nacieron muertos haciendo un porcentaje de 14.4%. Asi
mismo forma parte de este capitulo el enunciado del problema el cual se presenta como
una interrogante a la cual se le ha dado una respuesta.

A continuacién se mencionan los objetivos tanto generales como especificos, los

cuales describen los logros alcanzados a medida se desarrollo la investigacion



XX1II

Otra parte fundamental es el marco teorico que corresponde al capitulo II el cual
abarca toda la informacion relacionada con el tema de investigacion, entre la que destaca
la anatomia de 6rganos genitales femeninos, embarazo, riesgos obstétricos durante esta
etapa, caracteristicas generales de los Streptococcus entre otros, también se incluye un
listado de términos basicos que sera de gran ayuda para los lectores que aborden este
tema. Posteriormente en el capitulo III se presentan las respuestas tentativas de la
investigacion el cual corresponde al sistema de hipotesis, constituido por hipdtesis de
trabajo, hipotesis nula e hipdtesis alternativa, con la correspondiente conceptualizacion y
operacionalizacion de variables.En el capitulo IV se explica el disefio metodologico el
cual dirige y orienta la forma en que se desarrollo el estudio, el tipo de investigacion,
los métodos y procedimientos que se siguieron, asi como los materiales, equipo y
reactivos que se utilizaron. También se presentan los pasos que se siguieron desde la
planificacion de actividades hasta el momento de la ejecucion del muestreo.

En el capitulo V se presentan los resultados que se obtuvieron durante la
investigacion. El capitulo VI esta formado por las conclusiones y recomendaciones a las
cuales se llegaron. Asimismo se incluye la bibliografia consultada, el cronograma de
actividades: generales y especificas que se realizaron durante la planeacion y ejecucion
del proyecto. Finalmente se presentan los anexos, los cuales seran de gran ayuda para

una mejor orientacion a la investigacion.



CAPITULO
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Antecedentes del Fenomeno de la Investigacion.

El problema de salud en El Salvador, no se puede estudiar aisladamente de la
crisis estructural que atraviesa el pais; ya que se relaciona con los problemas
econdmicos, politicos, sociales y culturales, los cuales determinan la calidad de vida de
la poblacion influyendo asi en la insatisfaccion de necesidades vitales como una
atencion adecuada la cual esta asociada con la presencia o ausencia de enfermedades.

Algunos de los factores econdomicos que son determinantes en la calidad de vida
de la poblacién son: la realizaciéon de la actividad econdémica poco remuneradas e
inestables y el desempleo (que constituye una limitante en los ingresos familiares).

Entre los factores sociales esta el analfabetismo y la falta de conocimiento que
tiene la poblacion en cuanto al proceso salud — enfermedad.

También influyen las medidas econdémicas impuestas por el estado, las cuales
afectan principalmente a los sectores de bajos recursos econdmicos; de igual manera las
medidas encaminadas a la privatizacion de los servicios basicos particularmente en el
area de salud, viéndose afectada principalmente la poblacion més vulnerable como son
los nifios, ancianos y las mujeres embarazadas.

Durante los ultimos afos Streptococcus agalactiae o Streptococcus Beta

hemolitico del grupo B ha demostrado ser un agente etiolégico importante, con un
amplio espectro de infecciones sobre todo en neonatos y en adultos susceptibles

(diabéticos, alcohdlicos, entre otros).



Esta bacteria es un Coco Gram Positivo, anaerobico facultativo, cominmente se
encuentra colonizando la vagina y la region anorectal de la poblacion femenina, con més
frecuencia en mujeres embarazadas.

“La cifra de colonizacion vaginal asintomatica se encuentra entre 5% y 35%, en
las mujeres embarazadas hasta con un 60% las cuales pueden ser portadoras del
microorganismo en forma intermitente”./!

En los neonatos es un patdogeno muy importante, porque causa neumonia, sepsis
y meningitis, con un alto grado de mortalidad. En las madres se encuentra comprometido
en infecciones intrauterinas, fiebre post parto, infecciones urinarias y bacterianas.

“Aunque la transmision madre- hijo ocurre de 29% a 70 % de los casos no todos
los neonatos desarrollan infecciones”./>

“En nuestro medio del 11% al 13% de las gestantes son portadoras vaginales o

rectales del Streptococcus agalactiae”(2003,2004 y 2005)./°

En las estadisticas obtenidas en afios anteriores en el Hospital Nacional de
Santiago de Maria se puede constatar que de un 9.41% a un 14.4% de nifios nacen

muertos; y de los partos atendidos un gran porcentaje son abortos espontaneos.

En nuestro medio no existe una amplia informacién sobre este tema, solamente
los estudios que se realizaron en el Hospital de Maternidad donde no se pudo aislar

ningun caso positivo, en esta ocasion se muestrearon 28 mujeres; y la investigacion

!/ KONEMAN, Elmer Arlen, Stephen; JANDA, Willian. Diagnostico Microbiolégico.

*/ Streptococcus agalactiae. Infeccion neonatal. Documento (Disponible en www.streptococcuss
agalactiate.com)

3/ Streptococcus agalactiac. Control calidad. Documento (Disponible en www.streptococcuss
agalactiate.com)




realizada en el Hospital Nacional de San Francisco Gotera en el afio 2005, donde se aislo

un caso en el muestreo de 45 gestantes.

En la investigacion realizada en el Hospital de Maternidad se utilizaron los
medios de cultivo: Agar Sangre y MacConkey, a diferencia de la investigacion que se
hizo en el Hospital de San Francisco Gotera donde en los procedimientos realizados se

incluyo el uso de un medio especifico para Streptococcus agalactiae, Medio de

Granada.

En el presente trabajo se hizo uso de medios comunes entre los cuales destacan
Agar Sangre y MacConkey, medios selectivos como es el medio de Granada; asi
también se utilizdo el Caldo Todd Hewitt para proporcionar mayor sensibilidad al
método, ayudando de esta forma a hacer mas efectivo el aislamiento del microorganismo

y obtener resultados confiables en la investigacion



1.2. Enunciado del Problema.

Por lo planteado anteriormente se considera de gran importancia responder esta

interrogante: ;Existira Streptococcus agalactiae en saco uterino, tracto urinario y region

perianal de mujeres entre las 35 y 37 semanas de gestacion?

Asi también el grupo investigador dio respuestas a los siguientes enunciados
especificos:

1. (Que sitio anatomico se encuentra mayormente colonizado por Streptococcus

agalactiae?

2. (Qué porcentaje de mujeres presentd infeccion por Streptococcus agalactiae?

3. (Los hijos de las mujeres colonizadas por Streptococcus agalactiae manifestaran

procesos sépticos a consecuencia de dicha infeccion .



1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la presencia de Streptococcus agalactiae en saco uterino, tracto

urinario y region perianal.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.
v" Realizar marcha bacteriologica para cultivo de secrecién de saco uterino, orina e
hisopado rectal (utilizando Caldo Todd Hewitt, medio de Granada, Agar Sangre,

MacConkey, Tincién de Gram y Prueba de CAMP).

v" Comprobar la presencia de Streptococcus agalactiae en saco uterino a través de la

siembra y coloracioén de secrecion de fondo de saco uterino en caldo Todd Hewitt y
posterior inoculacion en medio de Granada, Agar Sangre, Mac Conkey y Tincién de

Gram.

v Determinar la presencia de Streptococcus agalactiae en el tracto urinario por medio

de cultivo de orina en medios como: Caldo Todd Hewitt medio de Granada,

MacConkey y Agar Sangre.



v" Obtener las muestras de la region perianal utilizando la técnica de hisopado rectal
inoculandolo en Caldo Todd Hewitt para su posterior subcultivo en medios de

Granada, Agar Sangre y MacConkey.

v' Comparar los resultados obtenidos de los diferentes sitios anatomicos para

determinar cual presenta mayor colonizacidon por Streptococcus agalactiae.

v’ Verificar la existencia de trastornos en los nifios nacidos de mujeres colonizadas por

Streptococcus agalactiae a través de los resultados de pruebas indirectas como:

Hemograma Completo, Proteina ¢ reactiva y Eritrosedimentacion.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO



2. MARCO TEORICO

BASE TEORICA

2.1. ANATOMIA DE LOS ORGANOS GENITALES FEMENINOS.

UTERO

Es un o6rgano en el cual el 6vulo fecundado normalmente anida y en el que el
organismo en desarrollo crece y es nutrido hasta su nacimiento. La cavidad del utero y
de la vagina por debajo forman juntos el conducto del parto, a través del cual pasa el feto
al término de la gestacion.

El utero varia en forma y tamafio, localizacion y estructura, estas variaciones
dependen de la edad y de otras circunstancias, como el embarazo. Se encuentra
localizado en la pelvis, su posicion no es fija y cambia con el grado de llenado de la
vejiga, la cual esta debajo y por delante y con el grado de dilatacion del recto.

El utero cambia durante el embarazo y después del parto aumentando
tremendamente de tamafio, en el tercer mes de gestacion por arriba del nivel de la
sinfisis del pubis, en el sexto mes alcanza el plano supracristaleo y en el octavo mes
llega a nivel de la articulacion xifosternal, en el noveno mes desciende cuando la
circunferencia maxima de la cabeza fetal empieza a encajarse por debajo del estrecho
superior de la pelvis.

Después del parto sufre un proceso llamado involucion donde poco a poco

reduce de tamafio y de peso hasta seis u ocho semanas, después alcanza su estado
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definitivo en el cual es aproximadamente 1 cm mas grande en todas sus dimensiones que

antes del embarazo.

VAGINA

Es el extremo inferior del conducto del parto y sirve como conducto excretorio
del producto de la menstruacion. La cavidad de la vagina se comunica con la del utero
por arriba y se abre en el vestibulo de la vagina por debajo.

En la parte posterior descansa sobre el recto. En la mujer adulta cuando la vejiga
esta vacia el eje de la vagina forma aproximadamente un angulo recto con el eje del
utero; sin embargo este aumenta cuando la vejiga se llena y empuja el fondo del utero.

La vejiga es muy dilatable, especialmente en la parte que estd por arriba del

diafragma pélvico.

RECTO

Es la porcion del intestino grueso que se encuentra entre el colon sigmoideo y el
conducto anal.

La porcion rectosigmoideo esta arbitrariamente localizada a nivel de la mitad del
sacro o y estd marcada por un estrechamiento.

El recto no esta bien delimitado en relacion con el colon sigmoideo, los cambios
en la estructura al pasar de uno a otro son graduales.

La forma de el depende de si estd vacio o esta lleno y también varia con los

individuos. Este se encuentra en la porcion dorsal de la cavidad pélvica y sigue la
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curvatura del sacro y el coccix, otra curvatura anteroposterior se localiza en la union del
recto y el conducto anal.

“El conducto anal es la parte del intestino grueso que se extiende desde el nivel
de la cara superior del diafragma pélvico hasta el ano. Este es el orificio terminal del
tubo digestivo, la porcion superior del conducto estd marcado por el anillo anorectal y
este se puede palpar por el recto”. *

La flora bacteriana de la vagina es muy abundante y heterogénea por lo cual es
muy dificil interpretar los aislamientos de microorganismos a partir de secreciones
vaginales.

Por ello es muy recomendable basar el diagnostico de la vaginosis bacteriana en
los resultados del examen directo al fresco con solucion salina y coloreado por el
método de Gram.

El desplazamiento de la flora normal de lactobacilos por los bacilos Gram
Negativos rectos (Gardnerella) y curvos (mobiluncos) indica la presencia de vaginosis

bacteriana.

Microorganismos del Tracto Genitourinario.

Microorganismos Ubicacion
Acinetobacter spp Uretra anterior, Vagina.
Bacterioides sp Gentitales Externos.

* Y/GARNER, Ernest, Gray Dojnald, DRAHILLY, Renan. Anatomia Humana. 5° Edicion,. México,
SALVAT Editores S.AS. de C.V., 1992, 928 Pag.



Bifidobacterium sp

Candida albicans

Chlamydia spp

Clostridium sp

Corynebacterium spp

Enterobacteriaceae

Enterococcus

Fusobacterium spp

Gardnerella vaginalis

Lactobacillus spp
Moraxella spp

Mycobacterium spp

Micoplasma spp
Neisseria spp

Peptoestrectococcus spp

Sarcina spp

Straphvlococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Trichomonas vaginalis

Streptococcus viridans
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Vagina

Genitales externos, Vagina, Uretra Anterior
Uretra, Vagina

Vagina

Genitales externos, Vagina, Uretra anterior
Genitales externos, Vagina, Uretra anterior
Genitales externos, Vagina, Uretra anterior
Gentitales externos, Vagina

Uretra anterior, Vagina.

Vagina

Vagina

Genitales externos, Vagina Uretra anterior.
Genitales externos, Vagina, Uretra anterior.
Gentitales externos, Vagina, Uretra anterior
Genitales externos, Vagina

Gentitales externos, Vagina

Genitales externos (raro), Vagina, Uretra anterior
Vagina

Uretra anterior, Vagina.

Genitales externos (raro), Vagina, Uretra anterior
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2.2. EMBARAZO

Comprende tres Etapas.

1. Etapa Ovular: comprende las dos primeras semanas del desarrollo. Desde la
fecundacion hasta la implantacion completa en la pared del tutero; el producto se
llama huevo o cigoto y constituye el ser humano.

2. Etapa Embrionaria: se extiende desde la tercera semana hasta la octava semana. El
nombre que toma el bebé en esta etapa es embrion. Se caracteriza por tener una
actividad celular extensa.

3. Etapa Fetal: comienza en la novena semana del desarrollo y finaliza en el
nacimiento. El bebé por nacer en esta etapa se llama feto.

El desarrollo durante el periodo fetal se refiere al crecimiento, aumento de peso y

a la diferenciacion de tejido y organos que comenzaron a desarrollarse en periodo

embrionario; un cambio notable que ocurre durante el periodo fetal es el retraso relativo

del crecimiento de la cabeza en comparacion con el resto del cuerpo.
Durante el tercero, cuarto y quinto mes es extraordinario el aumento en longitud,

mientras que el incremento de peso es llamativo en las Gltimas semanas.

2.3. RIESGOS EN EL PROCESO DE GESTACION Y PARTO.
Son muchos los riesgos que pueden ocurrir durante el proceso de gestacion y

parto entre los cuales destacan:



v' Aborto: es un bebé por nacer expulsado antes de las 20 semanas de gestacion y que
pese menos de 500 gramos.

v' “La alteracion de la oxigenacion fetal debido a alteraciones de la placenta o del
cordon umbilical.

v Las infecciones como sifilis, toxoplasmosis, citomegalovirus y otros procesos viricos
o bacterianos.

v Alteraciones inmunologicas.

v’ Alteraciones nutritivas de la madre”./°

Factores obstétricos que suponen riesgo de infeccion para el Recién nacido.

v' La presencia en el canal del parto de gérmenes transmisibles verticalmente y con
capacidad patogena para madre y/o recién nacido.

v' La amenaza de parto prematuro.

v" La rotura prematura de las membranas ovulares.

v" La sospecha clinica de corioamnionitis.

v’ Fiebre intraparto.

v Haber tenido un hijo anteriormente con infeccion.

2.4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS STREPTOCOCCUS.
Los Streptococcus son anaerobios facultativos; en realidad algunas cepas se

desarrollan mejor en condiciones de anaerobiosis.

%/ Fundacion de Vida. “Servicios de Salud Materna de Buena Calidad”. Revista Prenatal. El Salvador,
Impresion Tecnografica. 3° Edicion, 2003.
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Muchos cultivos aislados de esta bacteria son estimulados por el aumento de
CO,. Los Streptococcus, Enterococcus y Anaerococos de importancia clinica son
homofermentadores lo que significa que el tinico producto de fermentacion de la glucosa
es el acido lactico.

Los Streptococcus también son oxidada negativa, propiedad que juntamente con
la coloracion de Gram los diferencia con las especies de Neisseria.

Cuando se cultivan en medios liquidos los miembros del género Streptococcus se
presentan en cadenas de diplococos o en cadenas.

La determinacion de la disposicion celular se realiza en forma Optima tifiendo
con Gram.

La composicion de la pared celular de los Streptococcus es simular a la de otras
bacterias Gram positivas y estd compuesta fundamentalmente de peptidoglicano en el
cual se encuentran embebidas en variedad de carbohidratos, acidos teicoicos
lipoproteinas y antigenos de proteina de superficie.

Algunas especies de Streptococcus se pueden clasificar serologicamente en
funcion de los antigenos de carbohidratos superficiales.

La clasificacion de los Streptococcus beta hemoliticos se dan por el sistema de
agrupacion de Lancefield, el cual consiste en la deteccion de los antigenos de la pared
celular (como en los Streptococcus del grupo D y especies de Enterococcus que los

antigenos encontrados en su pared celular son &cidos lipoprotéicos).



Clasificacion de los Streptococcus.

1. Streptococcus beta hemolitico Grupo A (Streptococcus pyogenes)

La mayor parte de los Streptococcus que contienen antigeno Grupo A son

Streptococcus pyogenes y beta hemolitico. Streptococcus pyogenes es el patdogeno

humano principal relacionado con invasion local generalizada y trastornos inmunitarios
post estreptocdcicos.

La infeccion mas frecuente que produce es la laringitis estreptococica.

De modo tipico, produce zonas grandes de hemolisis (1 cm de didmetro)

alrededor de colonias mayores de 0.5 cm de didmetro. Son susceptibles a la bacitracina.

2. Streptococcus agalactiae

Son Streptococcus Grupo B, miembros de la flora normal de vias genitales
femeninas y una causa importante de sepsis neonatal, meningitis y neumonia. En forma
tipica son Beta hemoliticos y producen zonas de hemolisis solo un poco mas grandes
que las colonias (I a 2 mm de diametro). Los Streptococcus grupo B hidrolizan el

hipurato sodico y dan una respuesta positiva en la prueba de CAMP.

3. Enterococcus faecalis

Los enterococcus relacionados con antisueros grupo D, forman parte de la flora
intestinal normal. Debido a que el antigeno del grupo D es un acido teicoico, no es un

marcador adecuado desde el punto de vista antigénico.
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“La mayor parte no dan hemolisis y a veces son alfa hemoliticos, proliferan en
presencia de bilis e hidrolizan la esculina (positivo bilis — esculina). Pueden crecer en

NaCl al 6.5% son mas resistentes a penicilina G que los Streptococcus”./®

2.5. IDENTIFICACION DE Streptococcus agalactiae.

Las pruebas bioquimicas mas utilizadas son el CAMP Test, la hidrélisis del
hipurato y la resistencia a discos de bacitracina y cotrimoxazol, aunque ninguna de ellos
es especifica.

En medios de cultivos especiales, el Streptococcus agalactiae produce un

pigmento de color rojo naranja que es caracteristico y que permite su identificacién
directa sin necesidad de otras pruebas. Las cepas no hemoliticas no producen pigmento.

“La identificacion definitiva de Streptococcus agalactiae requiere la

demostracion del antigeno especifico de grupo, por ejemplo mediante la aglutinacion

con particulas de latex”./’

2.6. FACTORES DE VIRULENCIA DE Streptococcus agalactiae

Para que un microorganismo produzca patologia es necesario que posea factores
que le permitan adherirse a la célula, generar algin tipo de metabolito que dafie al

hospedero, ejercer accion téxica, penetrar en las células, diseminarse a través de los

6/ KONEMAN, Elmer, ALLEN, Stephen; JANDA, William. Diagnéstico Microbioldgico. 5° Edicion.
Buenos Aires, Argentina. Editorial Médica Panamericana, 2003. 1432 Pags.

7/ Streptococcus agalactiae. Control calidad. Documento (Disponible en www.streptococcuss
agalactiate.com)
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tejidos o evitar la actividad defensiva de la fagocitosis o la desarrollada por los
anticuerpos naturales o adquiridos ya sea en forma activa o pasiva.

Estos factores pueden estar representados por diversas estructuras generalmente
de la superficie bacteriana como fimbrias, otras adhesinas, la capa mucosa, la capsula,
proteina de la membrana externa o bien enzimas como las captadoras de hierro o
sider6foros, proteinas con actividad toxica, segregada al medio o integrando la pared
celular, como ocurre con las bacterias Gram negativas y el lipopolisacarico (LPS).

Cuya fraccion lipidica constituye la endotoxina, productos metabdlicos o
enzimas que al ejercer su accion sobre el sustrato producen metabolitos intermedios o
terminales con accion deletérea sobre las células y tejidos, como la ureasa que genera
amonio con actividad necrosante sobre ciertos tejidos o permite la participacion de
fosfato amonico, magnesio en la orina actuando como litogénica en el arbol urinario, etc.

En el caso de Streptococcus del grupo B (SGB) o Streptococcus agalactiae,

reconocido agente etioldégico de infecciones neonatales severas (meningitis, sepsis
precoz y tardia, artritis, neumonia, etc.), se conocen varios factores de virulencia con
diferentes categorias patogénicas:

1. Adherencia a las superficies epiteliales.

2. Invasion celular de los epitelios y las barreras endoteliales.

3. Injuria directa de los tejidos.

4. Bloqueo de los mecanismos inmunolédgicos.

5. Induccidn del sindrome séptico.

18
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1. Adherencia a las superficies epiteliales.

Las interacciones i6nicas e hidrofobicas contribuyen a la adherencia, como
también lo hacen las adhesinas. Estas pueden ser: proteinas bien definidas como las
fimbrias, proteinas no definidas y estructuras no protéicas.

Mediante adhesinas protéicas no bien definidas Streptococcus del grupo B (SGB)
se pueden unir a las células del epitelio vaginal y a otras células incluyendo la mucosa
faringea, los alvéolos, las membranas placentarias, etc. A diferencia de otros
microorganismos, se une eficientemente a las células vaginales humanas al ph 4cido
habitual.

El acido lipoteicoico (ALT) que forma parte de la estructura de la pared celular,
permite la unién de las células faringeas fetales més eficientemente que a la de los
adultos. Se pueden unir también a proteinas extracelulares como fibronectina,

fibrin6geno y laminina.

2. Invasion de las células epiteliales y endoteliales.

Las evidencias experimentales directas acumuladas indican que la invasion
celular es un paso crucial en la patogénesis de la enfermedad neonatal por Streptococcus
agalactiae.

La consecuencia de la invasion o pasaje a través de las células es la causa de la
produccion de: Amniotitis, aumentando asi la exposicion fetal a este microorganismo,
bacteremia, diseminacion sistémica y meningitis. La sepsis adquirida intra Utero esta

dentro de grupo de la denominada sepsis precoz y es generalmente fulminante.



3. Injuria directa de las barreras celulares.

Streptococcus del grupo B, produce una B— Hemolisina con accion citotdxica
directa (citolisina formadora de poros). Después de la invasion de las células, se observa
la pérdida de la arquitectura de las microvilli y la disrupcion de la membrana
citoplasmatica y nuclear como también una hinchazén marcada de las organelas y del
citoplasma en general. Este proceso seria la manifestacion de la formacion de poros en la
membrana celular producida por la hemolisina mencionada.

Ademas de la B — hemolisina existen proteasas y colagenasas que facilitan la
destruccion del tejido placentario y una proteina que degrada el 4cido hialurdnico que es
un componente importante extracelular en los organismos superiores.

Se desconoce la funcion de la hialuronato liasa pero, tedricamente, facilitaria la
diseminacion del microorganismo a través de los tejidos y los aislamientos del serogrupo
Il proveniente de neonatos con enfermedades invasiva la produccion en mayor
concentracion que los provenientes de colonizados o de los adultos con enfermedades no

invasiva.

4. Escape de la actividad inmunolégica

Una vez que el Streptococcus del Grupo B ha penetrado el pulmon o la sangre se
origina una respuesta inmune. Los elementos centrales son los leucocitos neutrofilos y
en menor proporcion, los macréfagos mononucleares pero para que se produzca la
fagocitosis en forma adecuada es necesario que haya ozonizacion. Sin la participacion de

anticuerpos especificos ella se produce en forma dramatica. Por eso, los neonatos maés
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susceptibles serian aquellos que tengan un déficit en la : fagocitosis, la concentracion de
la inmunoglobina serotipo especifico ante SGB, la via clasica y/o la alternativa del

complemento.

5. Induccion del Sindrome séptico

El sindrome séptico se produce al fallar las barreras naturales, sean la epitelial o
la inmunoldégica.

Existen dos grandes tipos de presentacion clinica: la enfermedad precoz y tardia,
después del dia 7. La sepsis precoz es casi indistinguible del shock séptico producido por
las bacterias Gram negativas: hipotension, hipertensiéon pulmonar, hipoxemia tisular y
acidosis, inestabilidad térmica, coagulacion intravascular diseminada, neutropenia y

finalmente fallo sistémico multiorgéanico.

2.7. EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

El Streptococcus del grupo B forma parte de la flora normal del tracto
gastrointestinal desde donde coloniza la vagina y a veces, al tracto urinario. La
colonizacién del tracto genital puede ser intermitente y es un hecho importante en las
gestantes por la posibilidad de transmision del Streptococcus del grupo B (SGB) en
recién nacidos. Las tasas de colonizacion en las gestantes oscilan entre el 5% y el 35%
dependiendo de la poblacion en estudio de los medios y técnicas de cultivo y de las areas

anatomicas de las que se toma la muestra.
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La colonizacion por el SGB en los recién nacidos se produce durante el parto, a
partir del tracto genital materno colonizado, o en el utero, por via ascendente, siendo la
tasa de transmision vertical del 50%.

Hay varios factores obstétricos que se asocian con un mayor riesgo de infeccion
del recién nacido fundamentalmente: Prematuridad (< 37 semanas), la rotura prolongada
de las membranas (>18 horas), la existencia de fiebre intraparto (> 38 °C), haber tenido

un hijo anterior con infeccion por el Streptococcus agalactiae y la presencia de

bacteriuria durante el embarazo causada por este microorganismo.

También la tasa de colonizacion por Streptococcus agalactiae son mayores en los

recién nacidos de madres que presentan una alta densidad de colonizacién vaginal, y en
los recién nacidos de gestantes que presentan un bajo nivel de anticuerpos frente a la

cepa colonizada de Streptococcus agalactiae.

“En los tultimos afios se ha producido un notable incremento de las infecciones

por Streptococcus agalactiae en adultos, fuera del periodo post parto, pero las causas

que determinan esta mayor incidencia no estan claras”./®

2.8. IMPORTANCIA CLINICA DE Steptococcus agalactiae

Actualmente, Streptococcus agalactiae es la principal causa de sepsis neonatal;

sin medidas de prevencion su incidencia es de aproximadamente 3 casos por mil nacidos

vivos (entre el 1% y el 2% de los recién nacidos colonizados por Streptococcus

agalactiae).

8/ Streptococcus agalactiae. Control Calidad. SIEMC. Documento (Disponine en www.streptococus
agalactie.com).
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“En este la infeccion suele manifestarse, en las primeras horas de vida, bajo la
forma de neumonia, sepsis o0 meningitis, con una mortalidad préxima al 10% (0.2 — 0.5
casos por mil nacidos vivos)”./’

Aunque la existencia de factores obstétricos de riesgo aumenta la probabilidad de
infeccion en el recién nacido, solo en la mitad aproximada de los que presentan una

sepsis neonatal se identifica algun factor de riesgo.

El Streptococcus agalactiae , es también una causa importante de infecciones en

gestantes y puérperas: corioamnionitis, endometritis post parto, infecciéon de la herida

quirurgica tras cesarea e infeccion del tracto urinario.

La bacteriuria por el Streptococcus agalactiae durante el embarazo se asocia con
mayor riesgo de parto pretérmino y rotura prematura de membranas, probablemente

reflejo de un mayor in6culo vaginal.

2.9. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Para el estudio de las gestantes portadoras del Streptococcus agalactiae, se

recomienda la toma conjunta de muestra vaginal y anorectal en la 35 a 37 semanas de
gestacion. Como técnica de cultivo, tradicionalmente se ha recomendado el empleo de
caldos de enriquecimiento selectivos (por ejemplo el caldo Todd Hewitt con colistina y
acido nalidixico o gentamicina y acido nalidixico) con posterior subcultivo en agar

sangre ¢ identificacion de Streptococcus agalactiae a partir de las colonias aisladas, por

la prueba de CAMP.

%/ Idem.
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La prevencion de la infeccion neonatal por el Streptococcus agalactiae como

alternativa al cultivo tras enriquecimiento, se recomienda el empleo del medio de
Granada, que es un medio especifico, selectivo y diferencial basado en la detencion del
pigmento.

Este medio permite la identificacion directa de Streptococcus agalactiae y

presenta una sensibilidad igual a la del cultivo tras enriquecimiento.

El diagnéstico de bacteriuria causada por el Streptococcus agalactiae en las

gestantes, tiene interés por las complicaciones perinatales que puede ocasionar. El
cribado para detectarla debe realizarse por cultivo de la orina.

Las pruebas rapidas, salvo la tincién de Gram, carecen de sensibilidad. Por esto,
para mejorar la eficiencia del diagnostico de la bacteriuria del embarazo, se recomienda
el empleo sistematico de un medio de cultivo adicional Agar Sangre o medio de
Granada.

Independientemente del nuimero de colonias aisladas, el hallazgo del

Streptococcus agalactiae en la orina de las embarazadas refleja un fuerte grado de

colonizacidon vaginal que obliga hacer profilaxis intraparto para la prevencion de la

sepsis neonatal precoz.
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2.10. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Aborto: Interrupcion espontanea o inducida del embarazo antes de que el feto haya
alcanzado un grado suficiente de desarrollo como para poder sobrevivir fuera del utero.
Aborto espontaneo: Interrupcion del embarazo antes de la veinte semana de gestacion
por una anomalia del producto de la concepcion o del ambiente materno.

Bacitracina: Es un antibidtico polipeptidico del bacilo subtilis, constituido por tres
componentes: bacitracina A, By C.

Bacteriemia: Presencia de Bacterias en sangre.

Bacteriuria: Presencia de bacterias en la Orina.

Citolisina: Anticuerpo que disuelve células antigénicas.

Colonia: Grupo de micoorganismos de un cultivo precedente de una sola célula.
Corioamnionitis: Es la infeccion de la cavidad amnidtica que puede ser acompaifiada de
ruptura prematura de membranas o con el saco amniodtico completo.

Embarazo: Gestacion o proceso de crecimiento y desarrollo de un nuevo individuo en
el seno materno; abarca desde el momento de la concepcidon hasta el nacimiento,
pasando por los periodos embrionario y fetal.

Endometritis: Trastorno inflamatorio del endometrio generalmente debido a una
infeccion bacteriana casi siempre por gonococos o estreptococos hemoliticos.
Endotoxina: Toxina contenida en las paredes celulares de algunos microorganismos,
especialmente bacterias Gram negativas, que se liberan cuando la bacteria muere y se

degrada en el cuerpo.
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Fagocitosis: proceso por el cual determinadas células engullan o desechan
microorganismos y detritos celulares.

Feto: Descendiente no nacido de un animal viviparo, una vez que ha adoptado la forma
particular de la especie.

Hematocrito: Nombre que se da a la fraccion de volumen eritrocitario y corresponde al
volumen ocupado por los eritrocitos con el volumen total de sangre.

Hemoglobina: Es una molécula proteica que constituye el 95% del peso seco
eritrocitario. Debido a ello, es el componente funcional mas importante del eritrocito.
Hemolisis: Degradacion de los hematies con liberacion de hemoglobina.

Hemolisis alfa: Aparicion de una zona verdosa en torno a una colonia bacteriana
cultivada en un medio de Agar chocolate, caracteristica de los neumococos y de algunos
estreptococos y se debe a la descomposicion parcial de la hemoglobina del medio.
Hemolisis beta: Desarrollo de una zona clara en torno a una colonia bacteriana
cultivada en medio de Agar Sangre, tipica de ciertas bacterias patdgenas.

Meningitis: Cualquier infeccion o inflamacion de las membranas que recubren el
cerebro y la médula espinal.

Opsonizacion: Proceso por el cual las opsoninas confieren a las bacterias mayor
susceptibilidad a la fagocitosis por los leucocitos.

Patogénesis: Origen o causa de una enfermedad o trastorno.

Plaquetas: Fragmentos citoplasmaticos sin nucleo, discoides, planas, ligeramente
convexas, que circulan en la sangre y se origina en médula O0sea a partir de los

megacariocitos.
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Sepsis: Infeccion, contaminacion.

Septicemia: Infeccion sistémica caracterizada por la aparicion de patdogenos en sangre
circulante procedentes de una infeccion localizada en cualquier parte del organismo.
Utero: 6rgano reproductor de la mujer, de aspecto periforme.

Vagina: Parte del aparato genital femenino que forma un canal desde el orificio

vestibular hasta el cuello del tero.
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3. SISTEMA DE HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Hi. Los sitios anatomicos, saco uterino, tracto urinario y region peri anal de
mujeres entre 35 a 37 semanas de gestacion se encuentran colonizadas por Streptococcus
agalactiae, convirtiéndose en un riesgo de infeccidn para el recién nacido.

Hi. Los hijos de mujeres colonizadas por Streptococcus agalactiae manifiestan

sepsis neonatal.

3.2. HIPOTESIS NULAS
Ho .El saco uterino, region peri anal y tracto urinario de gestantes entre las 35 a

37 semanas no se encuentran colonizadas por Streptococcus agalactiae,

Ho. Los hijos de mujeres colonizadas no presentan sepsis, debido a que estas

recibieron tratamiento con antibidtico antes del parto.

3.3. HIPOTESIS ALTERNATIVAS
Ha. El saco uterino, region peri anal y tracto urinario de mujeres entre las 35 a 37
semanas de gestacion se encuentran colonizadas por otros microorganismos como:

Gardnerella vaginalis Levaduras y Trichomonas vaginalis, convirtiéndose en un riesgo

de infeccion para el recién nacido.
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3.4. DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE LAS VARIABLES.

30

Variables:

Colonizacion por Streptococcus

agalactiae,

Saco Uterino, tracto urinario y region peri anal

de mujeres gestantes entre 35y 37 semanas.

Pruebas de laboratorio.

Definicion

Conceptual:

Colonizar : se refiere a la invasion del
organismo por agentes patogenos que
se reproducen y multiplican causante
de un estado morboso dentro del
huésped.
Bacterias Gram Positivas, aerobias,
encapsuladas, beta hemolitico del

grupo B de Lancefield.

Saco uterino: es el 6rgano en el cual el 6vulo

fecundado normalmente anida y en el cual el

organonismo en desarrollo crece y es nutrido
hasta su nacimiento.

Tracto Urinario: érgano femenino de la copula,
extremo inferior del conducto del parto.
Regioén Peri anal: porcion del intestino grueso que
se encuentra entre el colon sigmoideo y el

conducto anal.

Técnicas que se realizan paso a paso dentro del

laboratorio para la obtencion de resultados.

Definicion

Operacional:

v' Observacion Microscopica.
v' Cultivos y pruebas

bacterioldgicas.

v" Secrecion de saco uterino.
v" Orina

v" Heces

Toma de secrecion vaginal con espéculo.

Hisopado rectal, orina al “vuelo”.

4

v

Examen directo.

Coloracion de Gram.

Cultivo en medios: Todd Hewitt, Granada,

MacConkey y Agar Sangre.

Prueba de susceptibilidad a la Bacitracina.

Prueba de CAMP.
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4. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION
4.1. TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion se caracterizd por ser prospectiva, ya que la informacion se
registrd segiin como transcurrieron los fenomenos .Se inicid desde el momento en que se
citd a la paciente para la toma de muestra en los diferentes sitios anatomicos, la
realizacion de los procedimientos de laboratorio para el procesamiento de la muestra y
posterior obtencion de resultados.

Segun el periodo y secuencia del estudio es transversal ya que las variables se
estudiaron simultdneamente en un momento determinado siendo este caso de julio a
septiembre de 2006 que fue el tiempo en que durd el muestreo.

Segun el analisis y alcances de los resultados la investigacion es:

De laboratorio: ya que los datos se obtuvieron a partir de la recoleccion,
procesamiento y analisis de muestras de saco uterino, region peri anal y tracto urinario

en el Laboratorio Clinico del Hospital Nacional de Santiago de Maria.

4.2. POBLACION
Fue conformada por la poblacion en estado de gestacion que asiste al control
prenatal del Hospital Nacional de Santiago de Maria, no se encontr6 con un nimero

especifico puesto que la cantidad esta en constante fluctuacion.
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4.3. MUESTRA

Fue tomada de gestantes que se encontraron entre las 35 a 37 semanas de
gestacion durante el periodo de muestreo que comprendid de Julio a Septiembre de
2006.

Se cont6 con 41 mujeres gestantes las cuales fueron seleccionadas de los datos
existentes en los archivos del control prenatal; este nimero indica la cantidad de

embarazadas que estuvo entre 35 a 37 semanas durante el tiempo de muestreo.

4.4. TIPO DE MUESTREO.

No probabilistico por cuotas, ya que no se realizo ningun sorteo para la eleccion
de la muestra, ademas en este muestreo se tomaron en cuenta un numero de 41 pacientes
que cumplieron con las caracteristicas de estar entre las 35 a 37 semanas de gestacion
durante el tiempo en que se realizd el muestreo (2 meses) porque el mes restante fue
utilizado para realizar los examenes a los recién nacidos de madres que resultaron

infectadas y de esta forma conocer si el neonato presento secuelas por la infeccion.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSION
-Mujeres entre 35 a 37 semanas de gestacion

-Recién nacidos de madres colonizadas por Streptococcus _agalactiae
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4.6 CRITERIOS DE EXCLUSION

-Mujeres gestantes que no estaban entre las 35 a 37 semanas durante la fase de
muestreo.

-Recién nacidos de mujeres que no presentaron colonizaciéon en saco uterino, tracto

urinario y region perianal por Streptococcus agalactiae.

4.7 TECNICAS DE OBTENCION DE INFORMACION

Para recopilar la informacion se desarrollaron las técnicas que se destacan a

continuacion:

La Entrevista.

Se entrevistaron a las pacientes que se encontraron en el control prenatal con el
objetivo de obtener informacion que sirvié de apoyo para el trabajo de investigacion.

Se realizaron entrevistas a médicos que laboran en la institucion, tal es el caso de
médicos generales, pediatras y ginecologos, con el objetivo de obtener informacion

relacionada a este tema.

4.8. TECNICAS DE LABORATORIO
v' Técnica de Hisopado Rectal, para cultivo de secrecion perianal.

v Técnica para la toma de secrecion de fondo de saco uterino.
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v Frotis directo y coloracion de Gram.

v Técnica para la prueba de susceptibilidad de la Bacitracina o Taxo “A”.
v Prueba de CAMP.

v" Procedimiento para hemograma completo.

v" Velocidad de sedimentacion globular (VSG).

v" Procedimiento para PCR.

v Procedimiento para urocultivo.

MARCHA BACTERIOLOGICA DE HISOPADO RECTAL

Adultos
1. Utilizando un hisopo estéril introducirlo en el recto 3 cm hacia adentro.
2. Dar 3 vueltas hacia la derecha y 3 hacia la izquierda.

3. Luego introducirlo en el caldo Todd — Hewitt.

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA PARA LA SECRECION DE
FONDO DE SACO UTERINO

1. Colocar a la paciente en posicidon ginecologica.

2. Introducir el espéculo, tomar con dos hisopos la secrecion del endocervix y

vagina; se recomienda sea tomada por el médico.
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3. El hisopo debe estar estéril e impregnado con solucidon salina fisiologica al
0.85% estéril.

4. Con un hisopo realizar un frotis para coloracion de Gram.

5. Con el otro hisopo tomar mas secrecion e inocular el caldo Todd Hewitt, incubar
de 18 a 24 horas a temperatura ambiente y después inocular los medios Agar
Sangre, MacConkey y Medio de Granada.

6. Si la muestra no se procesa de inmediato utilizar medio de transporte como Cary

Blair y luego inocular en medios selectivos y diferenciales.

FROTIS DIRECTO Y COLORACION DE GRAM
Esta técnica es de gran importancia ya que permite determinar los
microorganismos que estan presentes en secrecion de saco uterino y ayuda a orientar el

analisis del laboratorio.

COLORACION DE GRAM

Fundamento: Este método clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: las
Gram positivas y las Gram negativas, asi la presencia de ribonucleato de magnesio en la
pared celular, aparenta mayor acidez de la misma y la afinidad que tienen los enlaces de
éster fosforico por los colorantes basicos, permiten que las bacterias Gram positivas

adquieran la coloracion violacea.
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PASOS PARA LA COLORACION DE GRAM

l.

Cubrir el frotis ya fijado y frio con cristal violeta, dejar el colorante por 1 minuto.
Lavar con agua de chorro y escurrir muy bien.

Cubrir con lugol de Gram y dejar por 1 minuto. Lavar con agua y escurrir muy
bien.

Aplicar gota a gota el decolorante alcohol-acetona por 4 a 5 segundos hasta que
ya no salga mas cristal violeta.

Cubrir el frotis con safranina solo por 30 segundos lavar con agua de chorro,
escurrir y dejar secar bien.

Examinar en el microscopio con el lente de inmersion, con aceite especial de
viscosidad adecuada.

Resultados:

- Bacterias Gram positivas: Morado — azul oscuro.

- Bacterias Gram negativas: Rojo.

INTERPRETACION DE LA COLORACION DE GRAM

a) Si solo se observan bacilos Gram positivos reportar flora normal.

b) Si se observan predominio de bacilos Gram positivos y escasos bacilos Gram

negativos reportar “flora vaginal alterada”.
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c) Si se observan escasos o ningin lactobacilos y predominio de bacilos Gram
negativos rectos extra e intra celulares, reportar “Vaginosis bacteriana posiblemente

por Gardnerella vaginalis™.

d) Si hay escasos o ningun bacilo Gram positivo y predominio de bacilos Gram

negativos curvos, reportar “Vaginosis bacteriana posiblemente por mobiluncus”.

TECNICA PARA LA PRUEBA DE DISCO DE LA BACITRACINA
El taxo “A” o disco de la bacitracina se realiza cuando se tienen colonias Beta
hemoliticas puntiformes en Agar Sangre y se presume la existencia de Streptococcus B -

hemoliticos del grupo A o Streptococcus pvogenes.

Procedimiento
1. Tomar la muestra con un asa bacterioldgica dependiendo las colonias en estudio
e inocular una placa de Agar Sangre de carnero al 5% en tres direcciones
opuestas (base Mueller Hinton).
2. Colocar el disco taxo A dependiendo las colonias a estudiar.
3. Inocular a 36+/- 1°C por 18 — 24 horas en ausencia de COs.
Prueba positiva: hay inhibicion sin importar el tamao.

Si la prueba es negativa para Streptococcus pvogenes hacer la prueba de CAMP.

Para identificar Streptococcus agalactiae.




PRUEBA DE CAMP
Se procede a realizar cuando la prueba de taxo “A” o disco “B” resulto6 negativa,

se utiliza para identificar Streptococcus agalactiae.

Procedimiento
1. De las colonias donde se realiz6 la prueba del taxo A tomar la muestra e inocular
en una placa de Agar Sangre de carnero en forma vertical.

2. Se inoculan colonias de ATCC de Streptococcus aureus en forma horizontal.

3. Inocular a 36+/1 °C durante 18 — 24 horas en atmodsfera de COs,.
Resultados:
- Prueba positiva: Se forma una flecha de beta hemolisis indica presencia de

Streptococcus agalactiae.

- Prueba Negativa: No se forma la flecha de beta hemdlisis indica presencia de

Streptococcus sp beta hemoliticos no grupo A ni B.

TOMA DE MUESTRA PARA HEMOGRAMA COMPLETO
1. Preparar el material a utilizar.
2. Palpar la vena con el dedo indice.
3. Limpiar la zona de puncion.
4. Aplicar el torniquete.

5. puncionar la vena con el bisel de la aguja hacia arriba.
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Extraer un ml de sangre (por tratarse de recién nacido).
Soltar el torniquete.
Colocar una torunda de algodon y retirar el aguja.

Dejar la torunda de algodon.

a) HEMATOCRITO MEDIANTE EL MICROMETODO

Procedimiento

b)

Sangre total mantenida incoagulable con EDTA.

Dejar que la sangre penetre por capilaridad al tubo capilar de vidrio desechables y
no graduados.

Sellar un extremo del capilar con plastilina.

Centrifugar a 5,000 rpm por minuto.

Proceder a la lectura colocando el tubo en una ranura al efecto, de modo que la

linea de separacion plasma/ eritrocitos coincida con la linea vertical de la ranura.

Valor Normal en recién nacidos 54 +/- 10%
METODO DE LA CIANOMETAHEMOGLOBINA
Procedimiento:

- Conectar el fotocolorimetro o espectofotometro segun las especificaciones de la

firma comercial.
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- Homogenizar bien la sangre mediante agitacion suave con un sistema automatico
(sistema de rodillo o disco giratorio) durante un tiempo minimo de 5 minutos o
manualmente por inversion del tubo 20 veces.

- Pipetear 1 ml de reactivo cianometahemoglobina en un tubo 12 x 100 mm.

- Pipetear 20 microlitos de sangre homogenizada.

- Agitar el tubo mediante inversion con el fin de mezclar sangre — reactivo.

- Leer la absorvancia de la solucion a 540 nm utilizando un factor de 29.4

- Margen normal en recién nacidos 17.5 — 21.5g

RECUENTO DE GLOBULOS BLANCOS

v’ Utilizar sangre completa con anticoagulante EDTA.

v' Homogenizar bien la sangre mediante agitacion suave durante 5 minutos.

v" Con una micropipeta medir 400 microlitos del reactivo acido acético glacial al 3%.

v" Colocarlo en un tubo 12 x 75 mm.

v Con otra micropipeta agregar 20 microlitos de sangre previamente mezclada.

v Colocar la mezcla sangre — reactivo en una camara de Neubauer y proceder a contar
los Globulos blancos en 2 areas opuestas de la camara (dependiendo del factor de
dilucion).

v El nimero de gldbulos blancos contados multiplicarlos por el factor de diluciéon 100.

v Valor normal en recién nacidos 5,000 — 20,000xmm3
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FORMULA DIFERENCIAL LEUCOCITARIA

Procedimiento

v’ Realizar un extendido de sangre completa sin anticoagulante.

v’ Dejarlo secar a temperatura ambiente.

v’ Proceder a colorear por medio de la tincién de Wright.

v’ Agregar gota a gota Wright evitando que se derrame.

v’ Dejar por 5 minutos.

v’ Agregar gota a gota buffer para Wright por 5 minutos.

v' Luego lavar con agua y dejar secar a temperatura ambiente.

v Proceder a contar 100 células agregando previamente a la lamina aceite de inmersion

y enfocar con objetivo 4 x, 10 x, 40 x y 100 x.

Rasgos Normales:

Neutrofilo segmentado : 25-70%
Neutrofilo en banda : 0-10%
Eosinofilos : 0-7%
Basofilos : 0-1%
Linfocitos : 20-25%

Monocitos : 2-10%
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RECUENTO DE PLAQUETAS

Procedimiento

v’ Utilizando sangre completa con anticoagulante EDTA bien mezclados.

v" Medir con una pipeta 4 ml de reactivo Gower en un tubo de 12 x 75 mm.

v" Con una micropipeta medir 20 microlitos de sangre; mezclar.

v" Colocar la muestra sangre/reactivo en una camara de Neubauer y dejar por 15
minutos para evitar que se volaticen.

v" Contar toda el area primera central de los globulos rojos con objetivo 4x y 40x.

v" El nimero de plaquetas contadas multiplicarla por el factor de dilucion 2,000.

v" Valores normales: 1500,000 — 450,000xmm3

VELOCIDAD DE SEDIMENTACION GLOBULAR (VSG)

(ERITUROSEUDTIMENTAT CTION)

Método de Wintrobe.

1. Se toman 2ml de sangre venosa con anticoagulante de hematologia y se llena el tubo
Wintrobe hasta la sefial “O”, para ello introducir cuidadosamente la aguja Wintrobe
adaptada a una jeringa conteniendo la sangre, hasta el fondo del tubo y luego suave
y cuidadosamente ir retirando la aguja a medida que el tubo se va llenando, cuidando

de que no se formen burbujas.
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2. El tubo se pone en el soporte de Wintrobe y se mide la altura del plasma hasta el
nivel donde comienza la masa de eritrocitos.

3. Reportar milimetros por hora.

4. La eritrosedimentacion se lee de arriba hacia abajo.

Valores normales: en recién nacidos: “cero”.

PROTEINA C REACTIVA (Pcr, REACTANTE DE FASE)
Procedimiento Cualitativo.

v' Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente.

v" En una lamina depositar 50 microlitos de la muestra y una gota o 50 microlitos de
Pcr — latex.

v' Mezclar las gotas con un palillo, procurando extender la mezcla por toda la
superficie anterior del circulo.

v' Situar la lamina en un agitador rotatorio de 80 — 100 rpm y agitar durante 2 minutos.

Valores de referencia: 6 mg/I.

PROCEDIMIENTO PARA UROCULTIVO
1. Sacar las placas del refrigerador para que se atemperen.
2. Numerar las placas de acuerdo al nimero de muestras que corresponda.
3. Mezclar y destapar las muestras.

4. Proceder a inocular los medios primero en Agar Sangre y luego en Mac Conkey.
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5. Realizar una estria longitudinal con el asa de platino calibrada (0.001 ml) con asa
corriente flameada y fria estriar perpendicularmente toda la placa.

6. Si los medios a inocular estdn en biplacas seguir el mismo procedimiento
inoculando primero en Agar Sangre y luego en Agar MacConkey.

7. Incubar las placas a 36 °C durante 24 horas.

Interpretacion:

a) Si hay crecimiento en Agar Sangre y MacConkey se trata de una enterobacteria.
Realizar pruebas bioquimicas para la identificacion y antibiograma.

b) Si hay crecimiento solamente en Agar Sangre se trata de un coco o una levadura.

c) Realizar pruebas de identificacion, observar hemolisis y si lo requiere hacer prueba

de susceptibilidad a la bacitracina y prueba de CAMP.

FORMA DE REPORTAR DE ACUERDO AL CRITERIO DE KASS.

v" Menos de 10,000 UFC/ml de orina = Reportar Negativo.

v De 10,000 — 50,000 UFC/ml de orina = Contaminacién. Recomendar tomar nueva
muestras.

v De 50,000 — 100,000 UFC/ml de orina = Nombre de la bacteria y las UFC/ml de

orina.



4.9. INSTRUMENTOS, MATERIALES Y REACTIVOS.

Instrumentos
Para recolectar informacidn se hara uso de los siguientes instrumentos:
¢ Guia de entrevista.

e Hoja de Registro de Laboratorio.

Materiales.

v" Placas de Petri.

v Agar Base Sangre

v Agar MacConkey.

v’ Sangre de Carnero.

v Medio de Granada.

v Caldo Todd Hewitt

v’ Asa Bacterioldgica en argolla y en punta.
v" Frascos plasticos estériles.
v Tubos con hisopos

v’ Erlenmeyer

v' Probeta.

v" Léaminas, laminillas.

v" Guantes de latex



Agua destilada

Solucion salina fisioldgica al 0.85%.

Lapiz graso

Papel bond.

Gradillas para tubos de ensayo.
Buffer para Wright.

Céamara de Neubauer.
Capilares.

Tirro

Plumones, lapiceros.
Aplicadores de madera.
Algodon

Espéculo

Bacitracina

Cepa de Staphylococcus aureus
Gabachas

Pinzas

Aceite de inmersion

Pipetas automaticas.

Tubos de Wintrobe

Tubos plasticos de 12 x 75 mm.
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v

v

Puntas para pipetas.

Papel filtro.

Reactivos

v

v

v

Cristal violeta para Gram
Lugol

Safranina

Alcohol — acetona
Coloracion de Wright
Gower

Acido Acético

Reactivo Pcr — Latex

4.10. EQUIPO DE LABORATORIO

v

v

v

v

Microscopio.

Balanza granataria y analitica.
Cocina

Mechero

Esterilizador de asa.

Estufa
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Autoclave
Refrigeradora
Piano.

Rotador

Mezclador de tubos
Microcentrifuga

Génesis.
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PROCEDIMIENTO
a) Planeacion:

Se inicié el proceso de graduacion en una reunién informativa con la
coordinadora de los procesos de grado en la cual se dieron indicaciones generales
relacionadas al proceso de graduacion.

Se formaron los grupos de tesis, se asignaron asesores, tanto de contenido como
de estadistica.

A continuacion se programaron actividades en las cuales se explicé como
estaria estructurado el trabajo de investigacion a saber: perfil, protocolo e informe final.

Posteriormente se tuvieron reuniones con el asesor de contenido para la
eleccion del tema y la elaboracion de objetivos.

Seguidamente se elabor6 el perfil de investigacion y posteriormente se realizo

la defensa de este.

b) Ejecucion

Se inicid con la preparacion del area de trabajo, organizacion de material,
reactivos y equipo de laboratorio a utilizar, preparacion de medios de cultivo y
calibracion de equipo.

Se llevd a cabo la preparacion de medios de cultivo como Agar Sangre de
Carnero al 5% (Ver Anexo N° 11), Agar MacConkey (Ver Anexo N° 11) y medio de

Granada (Ver Anexo N° 12). Después se hizo la prueba de funcionabilidad y esterilidad



de los medios que se prepararon, colocar los medios preparados en las placas en la
incubadora a 36+/- 1°C.

Los medios que se prepararon se guardaron en refrigeracion a 4 °C en posicion
invertida, se anoto la fecha en que se prepard el medio, se verificar6 la funcionabilidad

de la cepa de Streptococcus aureus.

El medio de Granada se prepar6 minutos antes de la toma de muestra (Ver Anexo
N° 12).

Cuando estuvo preparado todo el material y equipo se procedié a la toma de
muestra en el area de control prenatal del Hospital Nacional de Santiago de Maria.

De acuerdo al listado de las mujeres embarazadas que asistieron al control
prenatal se convocaran a las que estuvieron en el periodo de 35 a 37 semanas.

En la tercera semana del mes de Julio se inicid la toma de muestra de secrecion
de saco uterino, tracto urinario y region perianal. Se tomo6 la muestra a 8 pacientes por

semana, hasta que se alcanzo6 la cantidad de 41 mujeres en estado de gravidez.

Estas fueron elegidas de acuerdo al numero de semanas de embarazo que tenian

segun los registros del control prenatal.

Se procedié a la toma de muestra de secrecion de fondo de saco uterino con
hisopos estériles; el primero de estos se utilizd para ser inoculado en el caldo Todd

Hewitt.
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El segundo hisopo se colocod en un tubo estéril a partir de este se realizo los

siguientes procedimientos:

Se realizaron dos preparaciones, la primera se utilizd para el examen directo,
Y se observd al microscopio entre ldmina y laminilla con el objetivo de verificar
microorganismos presentes, la segunda preparacion se dejoé secar a temperatura
ambiente y se procedio a la coloracion de gram ( Ver Anexo N°4), se observo con

objetivo 4x , 10x ,40x, y 100x; y se anotd la morfologia bacteriana visualizada.

De la suspension en el caldo Todd Hewitt se procedio a inocular el medio de
Granada, Agar Sangre de carnero al 5% se pico el medio para acelerar la hemolisis; se
incubaron las placas en atmdsfera de CO, a 36+/- 1 °C por 18 — 24 horas, el medio de

Granada se debi6 incubar de 18 — 48 horas a 35 — 37 °C en bafio de Maria.

Se realizo la técnica de hisopado rectal para obtener la muestra de secrecion de
region perianal, se procedid a la inoculacién del Caldo Todd Hewitt, 24 horas mas tarde
se realizd una resiembra en los medios: Granada, Agar Sangre, MacConkey; igual que el
cultivo de secrecion de fondo de saco uterino con la diferencia, que no se realiz6 frotis

ni tincion de Gram.



Se hizo entrega anticipada de un frasco estéril, para la toma de una muestra de
orina; que fue presentado el dia que se cit6 a la paciente.

Se procedid a cultivar la muestra en Agar Sangre de carnero al 5% , Agar
MacConkey; por medio del método de estrias .

Dependiendo de los resultados si fueran positivos se procedera a realizar la
prueba de CAMP (Ver Anexo N° 14) y prueba de Susceptibilidad a la bacitracina (Ver
Anexo N° 15).

Si se obtuviese algiin caso positivo se le dara continuidad a la paciente hasta el
momento del parto, realizando examenes al recién nacido como son: Hemograma
completo, eritrosedimentacion y Proteina c¢ reactiva, con estas pruebas indirectas se

podré ayudar al médico en el diagndstico presuntivo de sepsis en el recién nacido.
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CAPITULO V
PRESENTACION DE RESULTADOS



Tabulacion, Analisis e Interpretacion de Resultados

Resultados Obtenidos de la Siembra de Secrecion de Fondo de Saco Uterino, Orina

e Hisopado Rectal
Tabla 1
Streptococcus | Frecuencia | Porcentaje
Media | Sitio |Positivos | Negativos
Agalactiae Relativa %
Casos Saco
Positivos 2 4.88% 1.333 | Uterino 2 39
Casos Tracto
Negativos 39 95.12% |39.667 | Urinario 1 40
Region
Perianal 1 40
Total 41 100% 41 4 119

Media para los Casos Positivos = Numero de casos aislados / Sitios anatémicos:
Numero de casos aislados = 4

Sitios anatomicos = 3

Media =4 /3 =1.333

Media para los Casos Negativos:

Saco Uterino = 39
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Tracto Urinario = 40

Region Perianal = 40

Total de casos negativos =119

Sitios anatomicos = 3

Media para los Casos Negativos = 119 /3 =39.667

Analisis:

En las siembras realizadas de las muestras obtenidas de los diferentes sitios anatomicos
como son: Saco Uterino, Tracto Urinario y Region Perianal de un total de 41
mujeres en estado de gestacion, se obtuvieron dos pacientes colonizadas por

Streptococcus agalactiae.

Interpretacion:

De las 41 mujeres muestreadas en estado de gravidez, el 4.88% resultaron positivas a
Streptococcuss Agalactiae; comprobandose por el método estadistico de T Student
dando como resultado un grado de significacion de 4.49% en comparacion al porcentaje
obtenido matematicamente de 4.88% lo que significa que ha pesar que el porcentaje

matematico es minimo, tiene grado de significancia estadisticamente.
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Grafico 1

Siembra de Secrecion de Fondo de Saco terino, Orina e
Hisopado Rectal

4.88%

95.12%

@ Casos Positivos O Casos Negativos

Fuente: Tabla 1



Resultados Obtenidos de los Diferentes Sitios Anatomicos.
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Meétodo Estadistico
Tabla 2
Frecuenci
Sitio Positivos Negativos di (xi - xi) di’

a
Saco Uterino 2 50% 39 -37 1369
Tracto Urinario 1 25% 40 -39 1521
Region Perianal 1 25% 40 -39 1521
> X 4 100% 119 -115 4411
X = 1.333 39.667

Prueba de T Student

d=-115/3=-38

o’d=(38)"= 1,444 / 3 = 481.333;

4,411 -481.333/3(n-1)=4,411-481.333 /2 =1964.833;

sd= /1964.833/3=25.59

tc=115/25.59 =4.493

Promedio de las diferenciaciones entre las observaciones:




di = (xi - xi)

Grafico 2

50%

O Saco Uterino O Tracto Urinario @ Region Perianal

Resultados Obtenidos de los Diferentes Sitios Anatémicos.

Fuente. Tabla 2

59



Comparacion de Hipotesis de Trabajo e Hipotesis Nula.

t=x=ul
c/ \/E
x=0.0976

¢ =0.3004

t=0.0976 -0

0.3004 / /41

t=0.0976 -0

0.3004 / 6.40

0.0469
t=2.08%
gl=n—1=41-1=40

0-5% = 2.02 (t6)

Prueba de Hipotesis
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Interpretacion:

Los limites de confianza se encuentran entre 2.02% sobrepasando asi la hipdtesis de
trabajo con 2.08%, razon por la cual se rechaza la hipdtesis nula que dice: saco uterino,
region perianal y tracto urinario de gestantes entre 35 y 37 semanas no se encuentran

colonizados por Streptococcus agalactiae.

Analisis
Los sitios anatomicos de la poblacion en estudio atendidas en el control prenatal

resultaron positivas a Streptococcus agalactiae; siendo necesario el rechazo de la

hipoétesis nula y aceptando asi la hipotesis de trabajo.

Comparacion de la Hipotesis Alterna y la Hipdtesis Nula.

Tabla 3
Porcentaje
Concepto Frecuencia
%

Levadura 2 4.88
Gardnerella 3 7.32
Parasitos 0 0.00
Flora Bacteriana Normal 36 87.80

> 41 100.00
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Analisis:

De 41 examenes directos y tincion de Gram estudiados se encontraron que Unicamente 2
casos resultaron positivos a levaduras y en 3 pacientes se observaron Gardnerella; los
cinco casos correspondieron a pacientes que se encontraban entre las 35 a 37 semanas de

gestacion.

Interpretacion:

De las muestras estudiadas, un 12.20 % resultaron positivos, un 4.88 % corresponden a
levaduras y el 7.31 % corresponden a Gardnerella.

Estadisticamente se acepta la hipotesis alterna puesto que un 2.36% de muestras

estudiadas correspondieron a otros microorganismos, rechazandose asi la hipotesis nula.

n=41
X=0.122
S=0.3313

t=0.122-/0.3313 /41
t=0.122/0.3313 /6.40 =0.122/ 0.0518 = 2.36*

5 % =2.02



Grafico 3
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Comparacion de la Hipotesis Alterna y la Hipotesis Nula

4.88%

)
7.32% 0%

87.80%

W Levadura O Gardnerella O Parasitos O Flora Bacteriana Normal

Fuente: Tabla 3
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Bacterias aisladas en los Cultivos de Fondo de Saco Uterino, Tracto Urinario y

Region Perianal.

Tabla 4
Fondo de Saco
Tracto Urinario Region Perianal
Bacterias Aisladas Uterino
Frecuencia| % | Frecuencia| % |Frecuencia| %
Escherichia coli 4 9.75% 2 4.75% 0 0%
Pseudomona sp 13 31.7% - - 6 14.63%
Staphylococcus

aureus 1 2.43% 1 2.43% 0 0%

Analisis:

Las bacterias aisladas en saco uterino, tracto urinario y region perianal corresponden en

orden ascendente a: Pseudomona sp, con un poercentaje de 31.7%; Escherichia coli

con un 9.75%; Staphylococcus aureus con un 2.48% comprobado matematicamente.

Interpretacion:



La bacteria que se encontrd colonizando mayormente los sitios anatdmicos
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Pseudomona sp, siendo el fondo de saco uterino quien presenta alta colonizacion

bacteriana.

Grafico 4

35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%

5.00%

0.00%

Bacterias aisladas en los Cultivos de Fondo de Saco Uterino,
Tracto Urinario y Regién Perianal

a %

= % 0% 00 Escherichia coli m9.75%

Fuente: Tabla 4



Disefios de Bloques al Azar.

Tabla 5
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Sitio Anatomico

Bacteria Saco | Tracto | Region Media | > x |)Media
Uterino | Urinario | Perianal
Escherichia coli 4 2 0 2.0000 6 20
Staphylococcus
aureus 1 1 0 0.6667 2 2
Streptococcus
Pneumoniae 1 0 0 0.3333 1 1
Pseudomona sp 13 0 6 6.3333 19 205
Streptococcus
agalactiae 2 1 1 1.3333 4 6
Staphylococcus sp 0 0 2 0.6667 2 4
n 6 6 6
Media 3.50 0.67 1.50
> x 21 4 9 34 238




sctr=>yi* -y*= 6>+22 + 1>+1924+4%422 = 442
r tr 3 3

y = 34 =1156 = 64.222

tr 18 18

140.667 — 64.222 = 76.445

scbl=Yyi2 -y2= 21°+4*°+9*-34°
t  tr 6 18
scbl = 538 — 1156 = 89.667 —64.222 = 25.445

6 18

sct= Yx’yi’—y* =238 -64.222 =173.778

tr

scee = sctr — (sctr + scbl)

scee = 173.778 — (76.445 + 25.445)

=173.778 - 101. 89 =71.888

140.667
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Analisis de la Varianza

Tabla 6
FV gl Se cm FC 0.05 | 0.01
Tratamiento (t-1)(6-1);
(Bacteria) 5 76.445|15.289|7.0185*| 2.49 3.61
(r-)(3-1);
Bloque (Sitio) 2 25.445(12.723 |5.8405* | 3.28 5.29
Error 33 71.88|2.1784
(n-1)(41-
Total 1); 40 173.778

Prueba de Duncan (Tratamiento) para determinar que bacteria se encuentra

mayormente aislada

(Error tipico de la diferencia = ETD )



1. ETD =t./2(cmE)/r

5% =2.030 /2(2.1784)/3 =2.4464

1% = 2.724./2(2.1784)/ 6 = 3.2827

2. Pseudomona sp =6.333 ; E. coli =2.0; St agalactiae = 1.3333 ;

St aureus = 0.6667; St pneumoniae = 0.3333.; staphylococcus sp = 0.6667

R |5% (1.00 | 1.05 | 1.08 | 1.11 | 1.13

R|1% [ 1.00 | 1.04 | 1.07 | 1.09 | 1.11

4. DMS = ( Diferencia Minima Significativa )

5% | 2.4464 | 2.5687 | 2.6421 | 2.7155 | 2.7644

1% | 3.2827 | 3.4140 | 3.5125 | 3.5781 | 3.6438




Tabla 7
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Pseudomona Escherichia Streptococcus Staphylococcus Streptococcus

Staphy

sp coli agalactiae aureus Pneumoniae lococcus sp

6.333 2.00 1.3333 0.6667 0.3333 0.6667
6.333 | ----mmmmme e 4.333 5.0 5.6663 5.6663 6.0
2 0.667 1.333 1.333 1.6667
1.333 0.6663 0.6663 1.00
0.6667 0 0.3334
0.6667 0.3334

0.333
71
Grafico por Arreglo

a = Pseudomona sp

b = Escherichia coli

be = Streptococcus agalactiae

bc = Streptococcus aureus

bc = Streptococcus Pneumoniae

¢ = Staphylococcus sp




Grafico 5

a
b
bc
be
be
I :
P st
sp Ecoli sta sta stp sp

Fuente: Tabla 7 72

Prueba de Duncan (Bloque) para Determinar qué Sitio Anatomico Presenta Mayor

Colonizacion.
1. ETD=t [ 2(cmC)7r =5 % =2.030; /2(2.1784)/6 =1.9598 ;

1% =2.724 * 0.8521 =2.3211



2. Saco Uterino = 3.5; Region Perianal = 1.5; Tracto Urinario = 0.6667

3.
2 3
R | 5% | 1.00 | 1.05
R | 1% | 1.00 | 1.04
4. MDS

5% | 1.9598 | 2.0578

1% | 2.3211 | 2.4139

Tabla 8

Saco Tracto
Region Perianal
Uterino Urinario

3.5 1.5 0.6667




O — 2.00 2.833
1.5 1.333
0.6667 | ||l

a = Saco Uterino

b = Tracto Urinario

Grafico por arreglo
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b = Region Perianal

Grafico 6
a
b
b
S T
Ut Ur R Pe

Fuente: Tabla 8



CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
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Con el desarrollo de esta investigacion realizada bajo todas las normas
requeridas, utilizando metodologia de investigacion cientifica, estadisticas, técnicas,
bacterioldgicas y procedimiento hematoldgicos, los resultados obtenidos en los analisis
de las muestras de secrecion de fondo de saco uterino tracto urinario y region perianal
de mujeres embarazadas, tomandose las muestra de estos sitios anatdémicos porque estan
estrechamente relacionados con el proceso de gestacion y parto se concluye:

Se logro aislar dos casos positivos a Streptococcus B- agalactiae.

De estos dos se comprobd que una de las gestantes se encontraba contaminada
por la bacteria en estudio en fondo de saco uterino y tracto urinario; la otra gestante en

fondo de saco uterino y region perianal resulto positivo a dicho microorganismo.

El punto de mayor importancia en la investigacion lo constituyen los dos casos
positivos a Streptococcus agalactiae los cuales representan el 4.88% de la poblacion
objeto de estudio este porcentaje no es elevado pero es un indicador de gran importancia
de la existencias de infecciones neonatales y perinatales y un factor preocupante de
morbimortalidad materna e infantil.

Para el aislamiento de esta bacteria se hizo uso de Agar sangre de carnero al 5%

(para poder evidenciar la presencia o ausencia de hemolisis), medio
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de Granada este proporciono mayor sensibilidad junto con el caldo Todd-Hewit
enriquecido con gentamicina) con estos hallazgos se acepta la hipotesis de trabajo que
reza:

Los sitios anatdémicos saco uterino, tracto urinario y region perianal de mujeres
entre 35 a 37 semanas de gestacion se encuentran colonizadas por Streptococcus
agalactiae, convirtiéndose en un riesgo de infeccion para el recién nacido, lograndose el
aislamiento de este microorganismo en las muestras analizadas.

En los examenes directos y coloracion de Gram se presentaron 5 muestras
positivas a vaginosis; 2 por levaduras las que conforman 4.88% y 3 por Gardnerella
vaginales haciendo un porcentaje de 7.32% de esta forma un desequilibrio en la flora
bacteriana la cual puede llegar a ser causa de sepsis neonatal.

A los hijos de las 2 madres que resultaron positivas se les realizaron pruebas
hematoldgicas  Hemograma, Recuento de Plaquetas, Proteina “C” reactiva y

Eritrosedimentacion. Los resultados de estas pruebas fueron negativas.

Lo anterior se consigui6 a que las madres recibieron dosis de trimetroprim

sulfametoxazol antes del parto.
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Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos del trabajo de investigacion se recomienda:

Al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social:
Proporcionar mayor cobertura de atencion en salud, especialmente al servicio de
Control Prenatal ya que de este depende en gran medida el bienestar de la madre y el
bebé asi como la disminuciéon de los casos de morbimortalidad que ocurren en nuestro

medio.

Al Hospital Nacional de Santiago de Maria:
Implementar la practica de realizacion de examenes directos y coloracion de
Gram de secrecion de fondo de saco uterino para conocer como esta la flora bacteriana
en la gestante y de esta manera conocer si existe alguna alteracion que ponga en peligro

la vida del bebé y de la madre.

Complementar este estudio con los cultivos de secrecion de fondo de saco
uterino, tracto urinario y region perianal con el objetivo de buscar Streptococcus
agalactiae principal causante de sepsis neonatal asi como de otros microorganismos
causantes de multiples infecciones que traen como consecuencia problemas durante el
embarazo; con la realizacion de estos procedimientos se podrd proporcionar un

tratamiento adecuado para evitar posibles complicaciones.
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A la poblacion:
Que asista a los controles prenatales y que se practiquen todos los exdmenes
indicados por el médico para conocer su estado de salud pues de estos depende en gran

medida el bienestar suyo y de su bebé.

Al Laboratorio Clinico:
Que sigan brindando un excelente servicio, pues con los resultados de las
determinaciones ayudan a proporcionar un buen diagnostico y por consiguiente un

tratamiento adecuado y asi evitar complicaciones para la poblacion.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES GENERALES

ANEXO No. 1
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Meses

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Semanas

Actividades

Inscripcion del proceso.

Elaboracion y entrega del

perfil

Elaboracion del Protocolo

de investigacion.

Entrega de Protocolo de

Investigacion.

Ejecucion de la

investigacion.

Tabulacion, analisis e

interpretacion de datos.

Elaboracion del informe

final

Presentacion del informe

final.

Exposicion oral de los

resultados.
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ANEXO No. 2

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES ESPECIFICAS
Mes de Julio de 2006

Das( S| DL M|{M|(J|V|(S|D|lL| M M|J |V | S| DL M| M|J |V |S|{D|L M| M|J|V|S|D]|L

Actividades 11213 4 5167|8910 |11 12|13 | 14 |15 |16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31

Organizacion,
preparacion del area

de trabajo.

Seleccion del material

de trabajo.

Reunion con el
ginecologo y

colaboradores

Convocar a la
poblacion y realizar

entrevistas.

Toma de muestra

Realizacion de

Técnicas de

Laboratorio.

Lectura de Resultados
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ANEXO No. 3
CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES ESPECIFICAS
Mes de Agosto de 2006
Dias MIM(J|V|S|IDILIMIM|J|V|SID|ILIMIM|J|[V|S|DILIM(M|J

819110(11(12]13(14|15|16(17]18[19(20]21(22]23|24(25)126(27(28(29(30]31
Actividades
Toma de
muestra
Realizacion

de Técnicas

de

laboratorio

Lectura de

Resultados




ANEXO No. 4
CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES ESPECIFICAS
Mes de Septiembre de 2006

Dias

| Actividades

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Finalizacion de tomas

de muestra

Realizacion de
pruebas con neonatos
nacidos de madres

colonizadas

Recoleccion de datos

finales de muestreo.

Entrega de incentivos
a la poblacion en

estudio
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ANEXO No. 5
TOMA DE MUESTRA DE SECRECION DE FONDO DE SACO UTERINO

o F_ﬂ_ﬁ_,d——-————-.__‘_‘ﬂ_‘ﬁ_ /
e CEbaris

e

Prefpucid™>—__
\ 3 - il Enitr oz
=l Bl ot g T -3 ____ ritradia a
Lablo mayor —__ o ih taraitia
Labio menor —_
4N i e — Enlrada de 4
% Hemign ———— d__d--""'_ﬂ_‘- ta Waging
I““ - FI-"' I_ -
p Linidan — =
N, poslerior de s f .
s labios L — — e AT
maEnores = ; e
4 SR RLS ) -F.-_
i r

Ezpdeuio . Utars

1. Colocar a la paciente en posicidon ginecologica.
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2. Introducir el espéculo, toma la muestra con hisopos del endocervix y vagina; se

recomienda sea tomada por el médico.

3. El hisopo debe estar estéril e impregnado con solucion salina fisiologica al

0.85%.



ANEXO No. 6
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EXAMEN DIRECTO CON SOLUCION SALINA DE SECRECION DEL FONDO

DE SACO UTERINO

v v

No levaduras Trichomonas

No Trichomonas

v v

Reportar Negativo Reportar

Trichomonas vaginalis

A

4

Levaduras

!

Reportar

Levaduras



ANEXO No. 7
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EXAMEN DIRECTO CON GRAM DE SECRECION DE FONDO DE SACO

UTERINO

Lactobacilos +++

\ 4
Flora Normal

Lactobacilos +++

Bacilo Gram (-)

Flora Vaginal
alterada no

vaginosis

Lactobacilos
0 - + Bacilos
Gram (-) +++
vaginosis por

Gardnerella.

Lactobacilos 0 - +
Bacilos Gram (-)
+++ curvos
vaginosis por

mobiluncus.



ANEXO No. 8 ]
ESQUEMA DE LA COLORACION GRAM

Paso 1: Paso 2:

Aplicar Cristal Violeta 1 minuto Lavar con agua

Paso 4:
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n agua

Paso 3:

Aplicar Lugol 1 minuto

Paso 5:

Decolorar con Alcohol
Acetona de 4 — 5 segundos.

Paso9:
Dejar secar a temperatura
ambiente

ANEXO No. 9

Lavar con agua

92

MARCHA BACTERIOLOGICA PARA UROCULTIVO

Muestra de orina colectada

Al “vuelo”.

1. Agitar.

2. Tomar 0.001 ml con asa
calibrada de platino,
verticalmente y justamente

por debajo de la superficie.

Sembrar en forma

masiva

Biplaca

—

X




ANEXO No. 10
MARCHA BACTERIOLOGICA PARA HISOPADO RECTAL

[ Hisopo con _
N muestr.a} de ; Inocular el caldo Todd
| secrecion de Hewitt, incubar de 18
le=s  TegiON perianal. A 27 h Temperatura
i , 3 Ambiente
Inocular.
Medio de Granada, Agar Sangre y
Mac Conkey de la suspension de
caldo Todd Hewitt.
-
|
|

Diseminar por el Método de estrias
Incubar a 36 °C
Seleccionar las colonias que crecieron para realizar otros procedimientos
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ANEXO No. 11

PREPARACION DE AGAR SANGRE Y MAC CONKEY

. Leer las indicaciones para la preparacion pues el fabricante especifica la cantidad de

gramos necesarios para un litro de agua.

. Pesar la cantidad de medio deshidratado necesario para el volumen a preparar

Colocar el medio ya pesado en un erlenmeyer.

. Agregar la cantidad de agua destilada previamente medida.

. Mezclar bien hasta disolver el medio y evitar que se adhiera al frasco. Tapar y enviar

a esterilizar. Calentar al medio evitando que se derrame.

. Después de esterilizar se dejan enfriar y se vierten los medios en la placa.

. Para preparar Agar Sangre la temperatura debe ser aproximadamente 50 — 60 °C

para agregar la sangre para evitar hemolisis de los glébulos rojos. Mezclar bien y

vertir en la placa.
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ANEXO No. 12

PREPARACION DE MEDIO GRANADA INSTANTANEO

. Con una jeringa medir 3 ml de agua destilada estéril.

. Abrir el tubo que contiene el medio con polvo.

. Afadir los 3 ml de agua destilada al tubo que contiene el medio.

. Cerrar el tubo e inmediatamente sujetar el tubo con el dedo pulgar en el fondo y

el indice en el tapon e inmediatamente agitar vigorosamente hasta que el polvo y

el agua queden bien mezclados.

. Sujetar el tubo por el tapdn con el pulgar y el indice y sacudir un par de veces

para arrastrar el medio que haya quedado pegado en la pared y al fondo del tubo.

Luego proceder a inocular.
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ANEXO No. 13

INOCULACION DEL CALDO TODD — HEWITT

En un tubo estéril colocar 2.5 ml de caldo todd — Hewitt.

. Introducir el hisopo con la muestra y sacudirlo, sacar el hisopo y encubarlo

durante 18 horas a 24 horas a temperatura ambiente.

. Después de pasado este tiempo proceder a subcultivar en los medios de cultivo.

F i
L=
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ANEXO No. 14
PRUEBA DE CAMP
Procedimiento
1. Debe utilizarse Agar Sangre de carnero al 5%. En una caja de este medio hacer
con el asa en argolla una estria recta a lo largo de toda la caja con una cepa de

Staphylococcus aureus productor de doble zona de Beta hemolisis.

2. Luego hacer una estria con el estreptococo beta hemolitico a identificar,

perpendicular a la estria de Staphylococcus aureus pero que no la toque.

3. Inocular en atmodsfera ambiental de 18 — 24 horas a 36 °C.
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ANEXO No. 15
PROCEDIMIENTO PARA LA PRUEBA DE LA BACITRACINA
. Tomar la muestra con un asa, dependiendo las colonias en estudio e inocular una

placa de Agar Sangre de carnero al 5% en 3 direcciones opuestas.

. Colocar el disco taxo “A” al centro de la placa ya inoculada.

. Inocular a 36 +/- 1 °C por 18 — 24 horas en ausencia de CO,
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ANEXO No. 16

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA.
GUIA DE ENTREVISTA DIRIGIDA A LA POBLACION OBJETO DE
ESTUDIO.
Objetivo: Recolectar informacion sobre el estado de salud de las mujeres en estado

gestacional.
Datos Personales:

Nombre:

Edad: Afios

Direccion:

Estado Civil:

S C A otros

Ocupacion:

1. Numero de embarazos que ha tenido.

1 2 3 4 mas de 4

A término:

Vivos Muertos Abortos
2. Durante el embarazo asistio al control prenatal regularmente:

Si No

3. Si su respuesta es negativa, cual fue la razén por la cual no asistioé a sus controles:




10.

11.

12.

13.

Sus partos fueron atendidos en el Hospital:

Si No

Si su respuesta es negativa por que razon no fue atendida en el Hospital:

Ha tenido nifios prematuros:

Si No

Cuando asiste a sus controles y el médico ha indicado exdmenes se los ha realizado:

Si No

Si su respuesta es negativa por qué no se los ha realizado:

Sabe que es una infeccion vaginal:

Si No

Si su respuesta es afirmativa describa que es una infeccion vaginal:

Ha padecido de infecciones vaginales antes y durante el embarazo.

Si No

Si su respuesta es afirmativa, utilizé algin tratamiento para tratarla:

Si No

Si su respuesta es negativa por qué motivo no se aplicé o dejo de aplicarse el

tratamiento:
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ANEXO No. 17
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL

DEPARTAMENTO DE MEDICINA.

GUIA DE CONTROL DE LABORATORIO APLICADA A LA POBLACION
OBJETO DE ESTUDIO.

Objetivo: Interpretar la informacion obtenida en los procedimientos realizados y de
acuerdo a los resultados con ayuda del médico establecer un diagndstico y
proporcionarles tratamiento adecuado.

Datos Generales

Nombre:

Edad: Afios

Fecha de toma de Muestra:

Responsable de la toma de muestra:

Responsable de la siembra de la muestra:

1. Examen directo al fresco:

2. Tincibn de QGram:
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. Resultados obtenidos en el cultivo de secrecion de saco uterino:

Agar Sangre

Mac Conkey

Medio de Granada:

. Resultados obtenidos en el cultivo de orina:

Agar Sangre

Mac Conkey

Medio de Granada:

. Resultados obtenidos en cultivos de secrecion perianal:

Agar Sangre

MacConkey

Medio de Granada:

. Prueba de la Bacitracina:

. Prueba de CAMP:
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ANEXO No. 18
AREA DE BACTERIOLOGIA.
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ANEXO No. 19
TOMA DE MUESTRA DE FONDO DE SACO
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ANEXO No. 20

SIEMBRA DE SECRESIONES
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ANEXO No. 21

MUESTRAS EN INCUBACION.
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ANEXO No. 22

RESULTADOS POSITIVOS EN MEDIO DE GRANADA
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ANEXO No 23

Streptococcus agalactiae EN TSA'Y AGAR SANGRE




