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RESUMEN

En Cuba se desconoce el peso de Ila colonizacion vaginallrectal por
Streptococcus agalactiae o estreptococo beta hemolitico grupo B (SGB) como factor de
riesgo para el desarrollo de sepsis neonatal precoz. Con este objetivo se llevd a cabo
un estudio entre la poblacion de gestantes de Melena del Sur, Provincia Mayabeque,
que incluy6é a 120 gestantes, todas entre 35 y 37 semanas, en el periodo de febrero-
agosto 2011. Se obtuvieron muestras vaginales y rectales de cada una de ellas, y se
utilizaron para el aislamiento primario de SGB, el caldo Todd Hewitt y el medio
Granada. La susceptibilidad antimicrobiana se estudié por el método de Bauer y Kirby.
En el 27,5% de las gestantes se demostré colonizacion por SGB. Los mayores
porcentajes de susceptibilidad fueron para ciprofloxacina, vancomicina (79,5%),
cloranfenicol (70,5%), ceftriaxona (68,2%) y tetraciclina (52,3%). La constatacion de
cuatro casos de sepsis en neonatos apunta hacia el tratamiento profilactico como
estrategia para interceptar la transmision vertical siempre que se demuestre
colonizacion por SGB. Se necesitan estudios similares para conocer a nivel nacional el

peso de este factor en la incidencia de la sepsis neonatal de inicio temprano.
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INTRODUCCION



|. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, a nivel mundial, las infecciones neonatales han constituido una
de las principales causas de morbimortalidad en las unidades de recién nacidos, y del
incremento de las estancias hospitalarias por las implicaciones que conllevan. Cualquier
medida encaminada a mejorar las estrategias de deteccibn de los agentes
responsables de estas repercute en la disminucion del ingreso en dichas unidades.
Segun el momento de aparicion de los sintomas se clasifican de inicio temprano o
tardio (Saltigeral et al., 2007; Cruz et al., 2008).

Entre los agentes etiol6gicos de sepsis de inicio temprano, Streptococcus agalactiae o
Streptococcus B-hemolitico del Grupo B (SGB) se considera como la causa mas
frecuente de infeccion neonatal severa y de muerte materna (Alegria et al., 2007; Poyart
et al., 2008). Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal, desde donde puede
trasladarse a la vagina para también colonizarla, de forma transitoria o intermitente, lo
gue cobra especial importancia durante el embarazo pues puede conducir a infecciones
graves en el recién nacido por transmision vertical antes o durante el parto (Hansen et
al., 2004; Namavar et al., 2008; Rojas et al., 2010). La colonizacion se presenta de
manera asintomatica entre el 5 - 35% de las embarazadas dependiendo del pais, grupo
étnico, edad y métodos utilizados para su deteccion. Alrededor del 2% de los nifios
nacidos de madres colonizadas desarrollan la enfermedad, el 89% de ellas se
presentan como sepsis y el 10% como meningitis (Schrag et al., 2002; Garcia et al.,
2003; Mckenna et al., 2003).

Son varios los factores que aumentan la probabilidad de que un recién nacido
desarrolle infeccion neonatal de comienzo precoz, pero la colonizacion vaginal se
considera la mas importante porque incrementa el riesgo en mas de 29 veces. Entre
otros factores se citan: el nacimiento pretérmino, la ruptura prematura de membranas,
la fiebre durante el parto, la bacteriuria por SGB durante el embarazo y antecedentes de

hijos con infeccion por este agente. También se reconocen como factores de riesgo,



aunque en menor grado: la edad (< 20 afos), el color de la piel (negra) y el origen
étnico de la madre (hispano), asi como los bajos niveles de anticuerpos contra el
antigeno capsular de SGB vy la colonizacion de otros sitios anatomicos. En cambio, no
se conocen con certeza los factores de riesgo para el desarrollo de sepsis neonatal de
inicio tardio y en muchos de los casos se consideran como infeccibn nosocomial o
adquirida en la comunidad (Puopolo et al., 2005; Alsina et al., 2006; Kovavisarach et al.,
2007).

La intercepcion de la transmisién vertical por SGB se convierte asi en una intervencion
de gran importancia sanitaria. Para conseguirlo se intenté en primer lugar, erradicar la
colonizacion durante la gestacion pero esto resulto fallido porque el reservorio de SGB
es el recto, donde la abundancia de bacterias gramnegativa productoras de
betalactamasas condiciona la inactivacién del antibidtico que se administra con este
propdsito (CDC, 1996). Cuando se suspende el tratamiento, la vagina nuevamente
puede ser colonizada por SGB. Otro elemento que contribuye al poco éxito de esta
estrategia es que la colonizacién vaginal es intermitente en aproximadamente el 30%
de las gestantes (Trijbels et al., 2007; CDC, 2007).

Mas recientemente se ha demostrado que la administracion de antibiéticos intraparto, si
se inicia como minimo dos horas antes del nacimiento, reduce significativamente la
morbilidad y mortalidad neonatal, por lo que esta constituye la estrategia ideal (Rausch
et al.,, 2009). Sin embargo, el tratamiento no puede aplicarse indiscriminadamente a
todas las embarazadas, debido a las posibles reacciones adversas y al costo que ello
supondria; solamente debe administrarse a aquellas gestantes en las que se demuestre
colonizacion vaginal/rectal por SGB entre las 35 y 37 semanas del embarazo (CDC,
2002; Sandoval et al., 2008).

En Cuba son escasos los estudios dirigidos a determinar la prevalencia de colonizacién
vaginal por SGB y a la caracterizacién de los aislamientos recuperados en estos casos.
Por ejemplo, en un estudio realizado en 1988, que incluyé 978 gestantes de Ciudad de

La Habana, se encontré un 4,04% de colonizacion por esta bacteria (Faisal, 1988). Mas



recientemente, en otra investigacion realizada en el Instituto Superior de Medicina
Militar “Dr. Luis Diaz Soto” entre el 2003 y 2004, se notifico un 2,3% de aislamientos
de SGB pero en muestras extragenitales de pacientes adultas no gestantes (Nodarse
et al., 2007).

No obstante, en correspondencia con las recomendaciones internacionales se indica la
profilaxis empirica con antibioticos a las embarazadas con factores de riesgo para el
desarrollo de sepsis neonatal y hasta la fecha, no se estipula la busqueda de SGB en
muestras vaginales y rectales de embarazadas, por consiguiente, se desconoce la
resistencia al tratamiento recomendado para la prevencion (comunicacion personal de
Dr. Manolo Seijas Lépez, responsable del Programa Materno Infantil (PAMI) en el
Municipio Melena del Sur, pues no fue posible acceder a esta informacion a través de la

consulta del Programa Nacional).

Con todos estos antecedentes y con la conviccion de que se ignora en el pais el peso
de la colonizacién vaginal/rectal por SGB como factor de riesgo para el desarrollo de

sepsis neonatal, se planted la presente investigacion.



1.1 OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la prevalencia de colonizacion vaginal/rectal por SGB entre la poblacién de

gestantes del Municipio Melena del Sur, provincia Mayabeque, en el periodo de

febrero-agosto 2011 y estudiar la susceptibilidad al tratamiento recomendado para la

prevencion de la infeccion neonatal por este agente.

Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

Detectar SGB en exudados vaginales y rectales de embarazadas entre 35 y 37

semanas de gestacion.

Comparar la sensibilidad de deteccion de SGB empleando dos medios de cultivo

diferentes (caldo Todd Hewitt y medio Granada).

Determinar la susceptibilidad de los aislamientos de SGB recuperados a los

antimicrobianos recomendados para la terapia intraparto.

Describir la aparicion, en el momento del parto, de factores de riesgo obstétricos
para el desarrollo de una sepsis neonatal de inicio temprano por SGB, asi como la

conducta seguida en esos casos Y sus resultados.
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Il. MARCO TEORICO
2.1 Género Streptococcus

El estudio de los estreptococos en el laboratorio se posibilitd por la introduccion de
medios de cultivo solidos hacia fines del siglo XIX. De esta forma, Schott-Mueller, en
1903 demostrd las reacciones hemoliticas producidas por los estreptococos en agar
sangre y a Brown, en 1919, trabajando en el Instituto Rockefeller, fue el primero en
describir los diferentes tipos de reacciones hemoliticas alfa, beta y gamma (Koneman et
al., 1998).

Orland Jensen, también en 1919 describié por primera vez la produccién de colonias
pigmentadas por estreptococos Yy refirid que Streptococcus mastitis (ahora conocido
como S. agalactiae) desarrollaba un color anaranjado en caldo de peptona con caseina
y almidén soluble. Durand y Giraud, en 1923 publicaron un estudio acerca de
estreptococos cromogenos, donde demostraron la importancia del almidon como
componente del medio y el mantenimiento de condiciones anaerobias, como los

factores necesarios para la produccién del pigmento (Koneman et al., 1998).

A principios de la década de 1930, Rebecca Lancefield identific6 cinco grupos
antigénicos de estreptococos a los que denominé A, B, C, D y E, en base a diferencias
serologicas en el polisacarido C de la pared celular, desde entonces los continuos
estudios e investigaciones han ampliado a 18 el numero de grupos serolégicos

reconocidos (Rojas et al., 2006).

Las especies del género Streptococcus son bacterias anaerobias facultativas esféricas
u ovales que miden menos de 2 ym de diametro. Mediante tincion de Gram se
observan como cocos Gram-positivos agrupados en parejas o cadenas. Entre otras
caracteristicas importantes destacan la no movilidad, la carencia de flagelos y esporas,

y la reaccién negativa frente a la catalasa (Murray et al., 2006).

Las especies que integran el género se consideran relativamente fastidiosas, por sus
exigencias nutricionales variables, pues requieren de medios nutritivos enriquecidos

con sangre 0 suero para su crecimiento y en ocasiones atmosferas de CO; (5-10%).



Bajo estas condiciones, luego de 18-24 horas de incubacion a 35-37°C, las colonias
aisladas miden entre 0.3 y 2 mm de didmetro, son opacas, blanquecinas, circulares, de

bordes definidos y presentan hemoalisis variable (Murray et al.,2006).

Algunas especies del género son patdgenas y otras comensales avirulentos que forman
parte de la flora normal del tracto respiratorio, gastrointestinal y genital, que colonizan la
piel y las membranas mucosas (Donati et al., 2010). Las especies de Streptococcus
conocidas hasta el momento se muestran en la tabla # 1; la clasificacion en los

diferentes grupos se basa en el analisis del ARNr 16S (Rojas et al., 2006).

Tabla #1. Especies del género Streptococcus en funcion del analisis del ARNr 16S.

Grupo Especies Grupo Especies

. pyogenes
. agalactiae
. equi

S

S

S ) V S. salivarius S. salivarius
S. dysgalactiae

S

S

S

| Piogénico
. canis
. porcinus

S. anginosus

- bovis VI S. milleri
S equinus S. constellatus

Il S. bovis

S. mitis
Il S. mitis S. gordon"
S. pneumoniae VII Otras especies

S. acidominimus

S. suis
S. mutans

S. sobrinus

IV S. mutans

En el campo de la microbiologia médica se tiende a utilizar mas la clasificacion que se
aplica a los estreptococos de interés médico, teniendo en cuenta la morfologia de las
colonias y las reacciones hemoliticas, las especificidades seroldgicas de la sustancia de

la pared celular que indica el grupo y las reacciones bioquimicas (Zuazo, 2001).



2.2 S. agalactiae

S. agalactiae 0 SGB tiene una amplia historia epidemiolégica. Primeramente recibio
atencién debido a la produccion de mastitis en el ganado bovino, enfermedad que le dio
nombre (Bisharat et al., 2004). En 1938 se le reconoci6 como causa de infeccién
humana, cuando Fry describié tres casos de sepsis puerperal fatal, aunque algunos
afnos antes, en 1935, Lancefield y Hare, identificaron estos microorganismos en cultivos
vaginales de puérperas asintomaticas (Fry, 1938). A pesar de que se continuaron
informando casos esporadicos durante las proximas tres décadas, estos
microorganismos permanecieron desconocidos hasta que a finales de 1960, en los
Estados Unidos y Europa, se asocio frecuentemente con infecciones en la madre y el
recién nacido (Gibbs et al., 2004).

S. agalactiae es una bacteria encapsulada y el 98% de los aislamientos de esta especie
producen B hemolisis en agar sangre. Precisamente el antigeno capsular especifico al
que obedece su ubicacién en el grupo B de Lancefield, permite la clasificacién en nueve
serotipos: la, Ib, Ic, I, 1V, VI, VII, VIl y IX (Facklam, 2002; Slotved ,2007). El tipo Ill es
el mas frecuentemente asociado a cultivos positivos en la madre (26%) y enfermedad
en el neonato (64%) (Benchetrit et al., 1982; Gibbs et al., 2004).

2.2.1 Inmunopatogenia de la infeccion por S. agalactiae

La composicién antigénica del género Streptococcus es muy variada y compleja. La
estructura mas externa es la capsula, constituida por acido hialurénico; hacia el interior
de la célula se haya la pared bacteriana, cuya composicion es la tipica de las bacterias
gram positivas, constituida por peptidoglucano, &cido teicoico, una gran variedad de
hidratos de carbono y de antigenos proteinicos de superficie. La pared esta cubierta de
protrusiones de tipo piloso o fimbrias formadas por los antigenos proteinicos M, Ty R, y
por acido lipoteicoico. La proteina M es un importante factor de virulencia y el acido
lipoteicoico facilita la adherencia a las mucosas. También presenta una enzima

especifica denominada factor de opacidad del suero, que se encuentra asociada a



ciertos serotipos de proteinas M, que produce opacidad en los sueros de distintas
especies de mamiferos. Otro constituyente de la pared es el polisacarido C cuya
estructura antigénica, como ya se dijo antes, es determinante para la clasificacion en

grupos serologicos dentro del género (Clasificacién de Lancefield) (Jawetz et al., 2006).

Para lograr una adecuada respuesta inmune contra SGB es necesario que se active de
la via clasica del complemento, la opsonizacion y la fagocitosis por neutrdéfilos. Dentro
de sus principales factores de virulencia esta el acido hialurénico que se encuentra en
la capsula, cuyo papel es impedir la activacion del complemento, posibilitando el
desarrollo de la infeccion. Por otra parte, las alteraciones en la funcién de los fagocitos
o en los factores de la inmunidad humoral también aumentan la susceptibilidad a

padecer dicha infeccién (Hensler et al., 2008).

La presencia de anticuerpos contra el polisacarido es importante para lograr una
respuesta inmune eficaz y de esta forma controlar las infecciones por este
microorganismo; por tal motivo, los pacientes con algun tipo de hipogammaglobulinemia
tienen un riesgo mas grande de sufrir la infeccion. Tal es el caso de los neonatos,
donde la infeccidén ocurre por la inmadurez del sistema inmune y en adultos cuando hay
defectos especificos de la inmunidad. De este modo, se refiere un riesgo 30 veces
mayor en individuos con diabetes mellitus, cancer o infeccion por VIH, ademas de los
esplenectomizados, en quienes se puede presentar sepsis fulminante por esta bacteria.
(Edwards et al., 2004; Epalza et al., 2010).

La principal via para adquirir SGB consiste en el paso por el canal del parto colonizado,
aunque también se puede producir por infeccion intrauterina y nosocomial postparto. En
los neonatos es un patégeno importante que causa neumonia, sepsis y meningitis con
una mortalidad alta. En las madres, produce infecciones intrauterinas, endometritis,
fiebre postparto, infeccion urinaria y bacteriemia. Aunque la transmision madre-hijo
ocurre entre el 29% y 70% de los casos, no todos los neonatos desarrollan infecciones
(Andreu et al., 2007; Larsen y Sever, 2008).

10



Entre los factores de riesgo que aumentan la probabilidad de que un recién nacido
desarrolle una infeccion por SGB de inicio temprano, el principal es la colonizacion
materna, que incrementa el riesgo en mas de 29 veces. También se reconocen como
factores importantes: el nacimiento prematuro (< 37 semanas), la ruptura de
membranas (>18 horas), la fiebre durante el parto (= 38°C), bacteriuria por SGB
durante el embarazo y antecedentes de otros hijos con infecciébn por SGB. Se asocian
ademas con el desarrollo de la enfermedad, aunque en menor grado, la edad menor de
20 afos, el color de la piel negra, el origen hispano y los bajos niveles de anticuerpos
contra el antigeno capsular de SGB. En cambio, no se conocen con certeza los factores
de riesgo para desarrollar la enfermedad de inicio tardio; pero en los casos en que se
presentan obedecen a infeccion nosocomial o adquirida en la comunidad (Huiza et al.,
2003; Kovavisarach et al., 2007a; Morganm et al., 2010).

2.3 Manifestaciones clinicas de la infecciéon por S. agalactiae

La etiologia de la infeccion neonatal de transmision vertical ha ido cambiando a lo largo
del tiempo. Hasta la mitad de la década de 1970, Lysteria monocytogenes fue la
principal bacteria responsable; en 1976 cedio el liderazgo a E.coli y a partir de 1980,
Streptococcus agalactiae se reconoce como el principal agente etioldgico de

infecciones en neonatos (Rausch et al., 2009).

La infeccidn neonatal, de acuerdo al momento en que aparecen los sintomas, se divide
en sepsis de inicio temprano y sepsis tardia. La sepsis de inicio temprano es aquella
en la que los sintomas aparecen en las primeras 72 h (dificultad respiratoria, apnea,
shock, neumonia, meningitis, sepsis generalizada, artritis séptica, osteomielitis,
celulitis, endocarditis y epiglotitis). En cambio, se considera sepsis de inicio tardio
cuando las manifestaciones clinicas tienen lugar después de las primeras 72 h, incluso
hasta los tres meses de vida (Coronell et al., 2009). La enfermedad de inicio temprano
representa el 80% de los casos y entre el 15-30% de estos tendran secuelas a largo
plazo. De todos los recién nacidos de madres colonizadas por SGB, entre el 1y 2%

desarrollard infeccidn invasiva, el 89% de ellas se presentan como sepsis y el 10%

11



como meningitis, causando una mortalidad de aproximadamente un 5%. Los que
sobreviven pueden desarrollar secuelas a largo plazo como pérdida de la audicion, la
vision y retraso mental (Bisharat et al., 2004; Castrodale et al., 2007; Poyart et al.,
2008).

La enfermedad en gestantes puede presentarse como bacteriurias asintomaticas,
bacteriemias, leucorreas, fiebre (> 38°C) intraparto o posparto, endometritis, muerte
intrauterina, aborto esponténeo, ruptura prematura de membranas (antes 37 semanas),
parto pretérmino e infecciones en piel y tejidos blandos postcirugia (Krasnianin et al.,
2009).

En pacientes adultos con el sistema inmunolégico alterado, como en los
diabéticos, cirroticos, alcohdlicos, dializados, personas que viven con el virus de la
inmunodeficiencia humana y personas con anormalidades neuroldgicas (accidente
cerebrovascular, demencia, paraplejia o cuadriplejia) o con Ulceras por decubito, SGB
es responsable de enfermedades tales como artritis, osteomielitis, bacteriemia,
endocarditis, neumonia, meningitis, infecciones urinarias, uretritis (en el hombre), fiebre
de origen desconocido e infecciones de piel y partes blandas. Otras formas inusuales
son el absceso mamario en mujeres que no se hallan en el periodo de lactancia, el
absceso epiglético, el aneurisma micético de la arteria femoral, el absceso hepatico, la
peritonitis, la queratitis, la endoftalmitis y la infeccion del cable de marcapasos, pero su

incidencia es menor que en los recién nacidos (Edwards et al., 2004).
2.4 Epidemiologia de la infeccidén neonatal por S. agalactiae

S. agalactiae integra la microbiota comensal del intestino, que constituye su principal
reservorio. En forma intermitente coloniza la vagina y la region rectal de la poblacion
femenina, con mas frecuencia en mujeres embarazadas (Hansen et al., 2004; Phares et
al., 2008). La intermitencia de la colonizacion genital durante el embarazo conduce a
gue los cultivos realizados en el segundo trimestre tengan poco valor predictivo para
asumir la colonizacion en el momento del parto, por lo que es aconsejable el estudio

entre las semanas 35 y 37 de gestacion. La colonizacion durante un embarazo no
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implica colonizacion en embarazos siguientes, por lo tanto, debe efectuarse un cultivo

en cada nueva gestacion (Turrentine y Ramirez, 2008).
2.5 Diagno6stico microbiologico de SGB

La adecuada seleccion, recoleccién y transporte de muestras clinicas tiene como
objetivo fundamental la obtencion de material representativo del proceso infeccioso y
mantener la integridad y viabilidad de los agentes involucrados (Rojas et al., 2006).

2.5.1 Toma, transporte y conservacion de muestras clinicas para demostrar

colonizacién vaginal/rectal

Para el aislamiento de SGB se recomienda la obtencion de muestras vaginales y
rectales a todas las embarazadas entre 35 y 37 semanas de gestacion, mediante un
hisopado de la parte inferior de la vagina o introito vaginal y del recto, utilizando
hisopos diferentes para cada una y sin usar espéculo. Los cultivos de exudados

cervicales no se recomiendan (CDC, 2002).

Si las condiciones lo permiten, las muestras se deben sembrar directamente en los
medios de cultivo, de lo contrario se deben colocar los hisopos dentro de un medio de
transporte. Entre los sistemas de transporte apropiados se recomiendan el medio Amies
y el Stuart sin el agregado de carbon, ambos deben mantener la viabilidad de SGB,

hasta 4 dias, a temperatura ambiente o refrigerada (Teese et al., 2003).
2.5.2 Aislamiento e identificacion

Cada una de las muestras obtenidas (vagina y recto) debe sembrarse en los medios
selectivos recomendados internacionalmente para el aislamiento primario de SGB
(Adler et al., 2008).

Fenton, en 1979, utilizdé con este proposito el caldo Todd Hewitt (caldo TH), al que le
adicion6 como sustancias selectivas 8 pg/ml de sulfato de gentamicina y 15 pg/ml de
acido nalidixico, y demostré que concentraciones mayores de gentamicina inhibian el

crecimiento de algunas cepas de SGB. La suplementacion del caldo con estos
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antibiéticos inhibe el desarrollo de bacilos gram positivos y negativo presentes en la

muestra a estudiar (Adler et al., 2008).

Luego de la inoculacién del caldo TH a 37°C durante 18-24 horas, se resiembra en una
placa de agar sangre de carnero, se incuba en atmdésfera de un 5-10% de CO, y se
examina la presencia de colonias B hemoliticas. La hemdlisis puede ser dificil de
observar en algunos casos, por lo tanto, colonias tipicas de SGB (pequefas y
opalescentes) sin hemolisis deberan ser tenidas en consideracion para la identificacion.
La identificacion en forma presuntiva de las colonias compatibles con SGB se realiza
mediante: tincion de gram, prueba de la catalasa y prueba de CAMP. La confirmacion
serologica de los aislamientos se hace utilizando el suero especifico para la deteccién

antigénica, mediante técnicas de aglutinacion con particulas de latex (CDC, 2002).

El tipo de hemdlisis producida en agar sangre de carnero al 5% es muy util para la
identificacion preliminar de cepas de SGB, la mayoria son  hemoliticos, produciendo
una zona clara incolora alrededor de la colonia, lo cual indica lisis completa de los
eritrocitos. Los SGB tienen ademas la capacidad de hidrolizar el hipurato de sodio por
la accion de la hipuricasa, una enzima hidrolitica producida por estos microorganismos,
con la consiguiente formacion de benzoato de sodio y glicina. La ninhidrina se puede

utilizar para detectar glicina (Adler et al., 2008).

La actividad hemolitica de la beta lisina estafilococica sobre los eritrocitos se ve
intensificada por un factor extracelular producido por SGB, llamado factor de CAMP.
Por lo tanto, cada vez que estos dos reactantes se superponen en una placa de agar
sangre ovina se advierte una intensificacion de la reaccion beta hemolitica. La prueba
se realiza trazando una estria del aislamiento sugerente de estreptococos en forma
perpendicular a otra estria de una cepa de Staphylococcus aureus conocida como
productora de beta lisina. Ambas lineas no deben tocarse. La zona de intensificacion de
lisis asume la forma de una cabeza de flecha en la interseccion de ambas estrias.
(Picard y Bergeron, 2004; Adler et al., 2008).
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A pesar que el caldo TH ha sido ampliamente utilizado y considerado como estandar
para el diagnéstico de SGB en gestantes, los métodos alternativos emergen con la
meta de mejorar sensibilidad y especificidad al reducir el tiempo de incubacion. Con

este proposito se utiliza el medio Granada (Abarzua et al., 2002; Carvalho et al., 2009).

De la Rosa et al., 1992 disefiaron este medio de cultivo que tiene como base la
produccion de un pigmento naranja, en condiciones de anaerobiosis (Anexo #1)Este
medio contiene: methotrexate (antagonista del folato) como factor activador de la
produccion de pigmento por S. agalactiae; glucosa y piruvato sodico, que impiden la
formacion de compuestos inhibitorios en el medio, las peptonas, el almidon y el suero
de caballo que proveen los nutrientes necesarios para el crecimiento de bacteria; el
acido 3-morfolinopropanosulfénico (MOPS) y el fosfato sédico como amortiguadores;
metronidazol para inhibir las bacterias gram negativas; colistina y cristal violeta para
inhibir las bacterias gram positivas y agar como el agente que solidifica (Diaz y Nieves
2008).

El medio Granada no es completamente selectivo para S. agalactiae; otras bacterias
pueden crecer sobre él, principalmente especimenes rectales como Enterococcus, pero
no puede producir colonias naranjas como SGB. También pueden desarrollarse algunas
cepas de Staphylococcus spp. y levaduras, y ocasionalmente algun bacilo gram
negativo, generalmente Proteus, pero no interfieren con la deteccién de SGB (Diaz y
Nieves, 2008). La sensibilidad del medio Granada es elevada, con tasas de deteccion
en muestras clinicas, andlogas a las obtenidas tras el enriquecimiento en el caldo
selectivo TH. Son frecuentes los resultados positivos en medio Granada, en muestras
en que otras técnicas directas de cultivo como es el agar sangre o de deteccion de

antigeno, son negativas (Regnath e Ignatius, 2009).

Una vez que se observa el pigmento naranja en este medio, se debe proceder a la
resiembra en agar sangre de carnero y a la identificacion presuntiva de la colonias
compatibles con SGB. Excepcionalmente (1-2%) pueden encontrarse cepas no
hemoliticas de S. agalactiae y que no producen pigmento, por eso debe recurrirse
siempre a la confirmacion seroldgica (Rosa et al., 2006; Diaz y Nieves, 2008).
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2.5.3 Métodos de diagndstico rapido

Son disimiles los métodos que se han utilizado para el diagnostico rapido de SGB,
empleando diferentes variantes de fluorescencia y reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) (Bergeron et al., 2009; Artz et al., 2003; El Aila et al., 2009).

Actualmente la FDA (Food and Drug Administration) aprueba para su uso en el
momento del parto el IDI-Strep B (Infectio Diagnostic Inc.), que se basa en la RCP y
tiene una sensibilidad del 97% y una especificidad del 100% (Block et al., 2008;
Montibello et al., 2011).

También se ha estudiado el uso de la RCP para la deteccion rapida de colonizacion
neonatal por SGB al momento del parto en el recién nacido de madre sin cultivo de
tamizaje, utilizando muestras de oido, nariz, recto y aspirado gastrico. Este método
presenta gran sensibilidad y valor predictivo negativo, por lo cual permite discriminar la
necesidad de dar tratamiento o bien permitir un alta precoz del recién nacido sin riesgo
de infeccion por SGB (Gupta y Briski, 2004; Natarajan et al., 2006).

Por otra parte, la medicién de procalcitonina para la deteccion de infeccién neonatal
bacteriana, demuestra que a mayores concentraciones de esta mayor severidad del
cuadro séptico. Este método es mas sensible y especifico que la RCP. Su desventaja
estd en la baja especificidad en el diagnostico de sepsis en prematuros e hijos de

madres diabéticas (Koskenvuo et al., 2003; Coronell et al., 2009).

Otra estrategia de deteccion rapida de infeccion por SGB en el neonato es la reaccién
de aglutinacién con latex sobre muestras de orina. Esta técnica es util como tamizaje
por su alta sensibilidad, bajo costo y facil implementaciéon. Sin embargo, existe un
namero importante de falsos positivos (20%) debido a la habitual contaminacion de la
muestra por contacto con la piel del tracto urinario y perirectal. Se describe especial
utilidad en aquellos recién nacidos que han recibido tratamiento antibiotico previo a la
toma de cultivos o en los hijos de madres que recibieron profilaxis anteparto (Bergeron
et al., 2009).
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2.6 Prevencién, control y tratamiento

Debido a la severidad y frecuencia de la infeccion por SGB en recién nacidos se
contintan buscando métodos para prevenir la transmision de la madre al recién nacido,
principalmente mediante el uso de antibidticos. Estas estrategias de prevencion se
pueden dividir en: antes del parto, durante el parto, neonatal e inmunoldgica (Cortés,
2005; Tapia et al., 2007).

El tratamiento antibidtico en las mujeres colonizadas no es efectivo, debido a que el
reservorio de SGB es el recto, donde la abundancia de bacterias gram negativas
productoras de betalactamasas inactiva al antibiético que se administra con este fin e
impiden la erradicacion de SGB. Cuando se suspende el tratamiento la vagina
nuevamente puede ser colonizada por la bacteria, por lo que no se recomienda esta
estrategia (Schrag y Schuchat, 2005; Trijbels et al., 2007; Alés et al., 2012).

A partir de la década de 1980 se demostré que la administracion de antibioticos
profilacticos durante el trabajo de parto en mujeres colonizadas por SGB o con factores
de riesgo, disminuia la incidencia de enfermedad en el recién nacido (Boyer et al., 1983;
Boyer y Gotoff, 1986; Bromberger et al., 2000). Sin embargo, su administracion no fue
adoptada de manera universal hasta 1996, cuando la Academia Estadounidense de
Pediatria (APA, 1996), el Colegio Estadounidense de Obstetras y Ginecologos (ACOG,
2002) y el Centro para el Control de las Enfermedades (CDC), redactaron unas guias
de manejo en funcién de las siguientes dos alternativas (CDC, 1996; Sandoval et al.,
2008).

1. Toma de muestras vaginales y rectales para el cultivo de SGB a las mujeres
embarazadas entre las 35 y 37 semanas de gestacion y brindar profilaxis a las mujeres

en las que se demostro colonizacion.

2. Administrar profilaxis antibiotica intraparto a gestantes con factores de riesgo de

sepsis neonatal.

Con estas estrategias se redujo en Barcelona, Espafa, la incidencia de infeccion

neonatal en aproximadamente un 70% y la de enfermedad invasiva en embarazadas
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(endometritis y bacteriemias) disminuy6 en 21%. Sin embargo, SGB continud siendo la
principal causa de morbimortalidad neonatal en Estados Unidos por lo que se mantuvo
el debate sobre cudl estrategia seria la mas efectiva para identificar a las candidatas a

profilaxis intraparto (Andreu et al., 2003; Phares et al., 2008).

En el 2002, Schrag et al realizaron un estudio en una poblacion de mas de 600 000
nacidos vivos, comparando la efectividad de las dos estrategias y encontraron que la
estrategia basada en la prevencion por medio de cultivo era un 50% mas efectiva que la
estrategia basada en factores de riesgo. Tomando en consideracion esta nueva
evidencia disponible el CDC, en ese mismo afio, cambid las guias. Las

recomendaciones finales se relacionan a continuacion:

* Realizar tamizaje a toda mujer embarazada entre las semanas 35 y 37, identificando a

las portadoras vaginales/rectales de SGB y brindando profilaxis durante el parto.

+ Si alguna embarazada tiene antecedente de un recién nacido al que se le diagnosticé

enfermedad invasiva por SGB, se le debe administrar profilaxis.

» Si no se conoce el resultado del cultivo en el momento del parto se debe administrar
profilaxis a las embarazadas que presenten uno de los siguientes factores de riesgo:
embarazo menor de 37 semanas, ruptura de membranas mayor de 18 horas, o fiebre
(=2 38°C).

* En las embarazadas con trabajo de parto prematuro (< 37 semanas) o ruptura

prematura de membranas se debe brindar profilaxis.
* A las embarazadas a las que se le realice cesarea electiva no se administra profilaxis.

* La profilaxis se recomienda con bencilpenicilina (penicilina G), dosis inicial de
5 millones de unidades intravenosa (i.v) y continuar con 2,5 millones cada 4 horas hasta
el parto. Un régimen alternativo es la ampicilina 2 g i.v. inicialmente, y luego 1 g cada

4 horas hasta el parto. Se prefiere la penicilina por su espectro menos amplio.

« Para las mujeres alérgicas a la penicilina, se recomienda cefazolina 2 gi.v. inicialy 1 g

cada 8 horas; eritromicina 500 mg i.v. cada 6 horas o clindamicina 900 mg i.v. cada 8
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horas. Si se conoce que el colonizante es resistente se debe usar vancomicina 1 g i.v.

cada 12 horas.

La profilaxis con antibiéticos durante el trabajo de parto se asocia con una reduccion de
la enfermedad de aparicién temprana por SGB; sin embargo, la estrategia de tratar a
todas las embarazadas en las que se demuestra colonizacion las expone a efectos
adversos, entre ellos la reaccién anafilactica que puede ser mortal (Solensky, 2003; Jao
et al., 2006; Berthier et al., 2007). Por eso es importante que durante el control prenatal

se aclare si la paciente es realmente alérgica (Jauréguy et al., 2004).

También se investiga el empleo de desinfectantes, como clorhexidina en el canal de
parto o para limpiar al recién nacido, con el objetivo de reducir la transmision vertical
(CDC, 2002). Hay evidencia sugerente de que esta medida disminuiria la
morbimortalidad neonatal y las infecciones maternas postoperatorias (Schrag et al.,
2005). Otros estudios demuestran que esta medida no tendria mayor efecto en
disminuir las infecciones neonatales por SGB, sin embargo resultaria la intervencion

MAas promisoria en paises de escasos recursos (Gibbs et al., 2004).

Aunque algunos autores reportan el uso de antibiéticos en los recién nacidos de
madres portadoras de SGB que no recibieron profilaxis, esta estrategia no ha
demostrado ser efectiva y por lo tanto, no se recomienda (Americam College of
obstetriciams and Gynecologists, 2002; Gibbs et al., 2004). Es suficiente con observarlos
por 24 horas, durante las cuales se presenta la enfermedad en el 90% de los recién
nacidos, especialmente si se cumplen las siguientes condiciones: recién nacido > 38
semanas Yy profilaxis antibiotica > 4 horas. En caso de que el recién nacido presente
signos de sepsis se debe iniciar el manejo antibiotico y los examenes usuales (Schrag et
al., 2002; Schrag y Schuchat, 2005).

2.6.1 Prevenciéon inmunolégica

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados y los logros alcanzados, aun no se ha
podido obtener la vacuna ideal contra SGB. Sin embargo cada vez parece mas

aceptado que la inmunizacion seria la estrategia preventiva de preferencia.
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Diversas investigaciones se han enfocado en obtener una vacuna que sea
universalmente efectiva, segura y con la que se logre una inmunogenicidad duradera
capaz de prevenir las infecciones neonatales. Esto ha sido un reto para los
investigadores porque hay varios serotipos de SGB y con diferente distribucion
geografica. El desarrollo de estas vacunas est4d basado fundamentalmente en dos
estrategias: los polisacaridos capsulares (PSC) y las proteinas de membrana (Paoletti y
Madoff, 2002; Cruz et al., 2008).

De esta forma, por ejemplo, se prob6 una vacuna de PSC tipo Ill no conjugada en
gestantes que se encontraban en el tercer trimestre de embarazo y se demostro el paso
de IgG anti SGB al feto, pero la respuesta inmune lograda fue baja. Otros ensayos
mejoraron su eficacia conjugando los preparados de PSC a toxoide tetanico, por ser
seguro y eficiente al ser administrado a embarazadas. De esta forma se logré buena
tolerancia y produccion de anticuerpos capaces de prevenir la enfermedad, pero es
necesario el desarrollo de una vacuna multivalente (contra al menos cinco de los

serotipos mas prevalentes) (Campodonico et al., 2008).

También se ha intentado producir vacunas utilizando proteinas de la membrana de
SGB, de esta forma se supera la necesidad de una vacuna polivalente pues estas
proteinas estan presentes en todos los serotipos y combinadas con el PSC de cualquier
serotipo podrian estimular la produccion de anticuerpos. Dentro de las proteinas
capsulares se encuentran: C (alfa, beta, épsilon), Rib, R, Simil-alfa tipo V/VIII, Cs
peptidasa y Sip. Dentro de todas, Sip parece ser la candidata ideal para el desarrollo
de una vacuna futura (Campodénico et al., 2008).

Debido al parcial éxito logrado con las técnicas convencionales para la creacién de una
vacuna contra SGB, se han intentado nuevas estrategias basadas en la utilizacion de

técnicas gendmicas y protedmicas (Campodonico et al., 2008).
2.7 Susceptibilidad antimicrobiana de SGB

S. agalactiae de manera general es sensible a penicilina, penicilinas sintéticas,

’22da

eritromicina y cefalosporinas de 1 (excepto cefoxitima) y las de 3% generacion,
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aunque algunas cepas pueden presentar sensibilidad disminuida a la penicilina y
requerir de concentraciones mayores que las utilizadas para otras especies de
Streptococcus, lo que hace necesario incluir en el tratamiento otros antibiéticos (Fiore et
al., 2001; Rodriguez et al., 2007). Esto explica las fallas que se reportan en el
tratamiento de SGB con penicilina (Bland et al., 2001; Al-Sweih et al., 2005; Castor et
al., 2008).

Para SGB también se describe resistencia de bajo nivel a los aminoglucésidos y
elevada para la tetraciclina (95%); para la eritromicina se refieren niveles de resistencia
entre 7,4% y 16% de resistencia (Quentin et al., 2002; Figueroa et al., 2006). Sin
embargo, estudios recientes ponen de manifiesto un aumento de la resistencia de SGB
a eritromicina y clindamicina lo que plantea problemas a la hora de elegir la profilaxis
antibiotica mas adecuada en las gestantes alérgicas a los betalactamicos (Croak et al.,
2003; Abarzta et al., 2011).

En Cuba, en correspondencia con los escasos estudios que existen acerca de la
prevalencia de SGB en gestantes, hay también desconocimiento con relacion al
comportamiento de la susceptibilidad de esta bacteria frente a los antimicrobianos

empleados en la profilaxis neonatal.
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I1l. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de estudio y disefio general

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal para determinar la prevalencia de
la colonizacion vaginal y rectal por SGB en la poblacion de gestantes entre 35 y 37
semanas del Municipio Melena del Sur, provincia Mayabeque, entre febrero y agosto
del 2011. La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Diagndéstico
Microbiolégico del Municipio Melena del Sur, en colaboracion con el departamento de
Bacteriologia-Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) y en

coordinacion con las autoridades de salud locales.

3.2 Universo y muestra

Para determinar el universo y muestra del estudio se revisé y actualiz6 mensualmente
el censo de embarazadas de la localidad. Finalmente, el universo estuvo constituido por
132 gestantes del municipio Melena del Sur que en el periodo de estudio se encontraban
entre 35 y 37 semanas de gestacion. Al aplicar los siguientes criterios de inclusion la

muestra quedd constituida por 120 gestantes.

3.2.1 Criterios de inclusién

-Gestantes entre 35 y 37 semanas de embarazo en el periodo de estudio.

-Con residencia en el municipio Melena del Sur.

-Que no recibieran tratamiento antimicrobiano por via oral o parenteral en las dos
semanas previas a la toma de la muestra.

-Que dieran su consentimiento para participar en el estudio (Anexo #2).
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3.2.2 Criterios de exclusién

-Gestantes fuera del periodo de gestacion indicado en el momento de la realizacion del
estudio.

-Con residencia en otro municipio.

-Que recibieran tratamiento antimicrobiano en las dos semanas previas al estudio.

-Que no dieran su consentimiento para participar.

3.3 Consideraciones éticas

El protocolo de esta investigacion se discutié con las autoridades de salud del municipio
Melena del Sur. Tras su aprobacion por la direccion municipal de salud y el responsable
del PAMI del municipio, se les solicitd a las gestantes el consentimiento informado para
participar de manera voluntaria y gratuita en el estudio. Previamente se les explic6 como
se realizaria este, empleando un lenguaje claro y sencillo para facilitar la comprension,
haciendo hincapié en la voluntariedad, su importancia para el desarrollo de la medicina,
asi como el beneficio para la gestante y el nifio al realizar un diagnéstico adecuado y
oportuno (Anexo #2).

3.4 Recoleccion de los exudados vaginales y rectales

De cada paciente se obtuvieron dos exudados vaginales y dos exudados rectales. Para
la realizacion de los mismos se colocOd a la gestante en posicidn ginecoldgica con
apertura suave de labios mayores y menores hasta visualizar el orificio vaginal, sin
utilizar espéculo. Se emplearon hisopos de algodon estériles, de mango plastico. Se
realizd un frotis del tercio inferior de la vagina (introito). Para la muestra rectal se
realizd un frotis tras introducir el hisopo de 2 a 3 cm a través del esfinter anal (CDC,
2002).

Las muestras se obtuvieron en el propio laboratorio de Microbiologia de Melena del Sur
y se sembraron directamente en los medios de cultivo para el aislamiento primario, por

lo que no se requirié de medios de transporte (Teese et al., 2003).
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3.5 Procesamiento de los exudados vaginales y rectales
3.5.1 Medios de cultivo para el aislamiento de SGB

Para el aislamiento primario de SGB a partir de exudados vaginales y rectales se

emplearon el caldo TH suplementado y el medio Granada (Adler et al., 2008).

El caldo TH se distribuy6 en tubos 100 x 13 mm, a razén de 3 mL por tubo, de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Oxoid) y se suplementé con acido nalidixico
(15 pg/mL) y sulfato de gentamicina (8 pg/mL). El medio Granada se preparé a partir de
los constituyentes primarios, segun se muestra en el Anexo #3 y se suplement6 con

metronidazol (100 mg/L) y colistina (50 mg/L).

Como controles de calidad de ambos medios de cultivo se utilizaron las cepas
Streptococcus agalactiae ATCC 12386, Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Céandida albicans ATCC 267 y Escherichia coli
ATCC 25922. Todas conservadas en la coleccion de cultivos del Departamento de

Bacteriologia-Micologia del IPK.

3.5.2 Procesamiento de las muestras

La metodologia que se sigui6 se describe en el algoritmo que se muestra en la
figura #1. Los exudados (vaginal y rectal) de una misma embarazada se

inocularon paralelamente en caldo TH y el medio Granada.

En el caso del medio Granada, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se
procedio a la identificacion, tomando en cuenta la aparicion de pigmento naranja como
indicativo de SGB; sino aparecio pigmento se descartdo el tubo (Figura #1). Para el
caldo TH suplementado, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procedi6 a la
resiembra en agar sangre de carnero y se tomé en cuenta la aparicion de colonias 3

hemolitica pequefias y opalescentes.
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Para la identificacion de los aislamientos sugerentes de SGB recuperados empleando
ambos medios se realizé: tincion de Gram, determinacion de la enzima catalasa, la
prueba de CAMP y la determinacion de antigenos de SGB por la técnica de aglutinacion
a las particulas de latex (Kit Prolex TM Streptococcal Grouping Latex) (Picard et al.,
2004).

3.6 Estudio de la susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos identificados como SGB se
estudié por el método de difusion en placa o Kirby- Bauer. Se emple6é el medio agar
Mueller-Hinton suplementado con un 5% de sangre de carnero y se incub6 a 37°C por
24 h, en atmoésfera de un 5% de CO, Se probaron las siguientes drogas
antimicrobianas: penicilina G (P) 10 ug, ceftriaxona (CRO) 30 pg, imipenem (IMI) 10 pg,
vancomicina (VA) 30 pg, eritromicina (E) 15 ug, tetraciclina (TE) 30 pg, ciprofloxacina
(CIP) 5 ug y cloranfenicol (C) 30 ug (CLSI, 2012).

3.7 Seguimiento de los casos en que se demostrd colonizacion por SGB.

En coordinacién con el PAMI municipal se dio seguimiento a las gestantes en las que
se demostré colonizaciéon vaginal o rectal por SGB, resultado que se reflejo
oportunamente en el carnet obstétrico, acompafiado de la susceptibilidad
antimicrobiana demostrada. De esta forma se recaudd informacion acerca de la
aparicion de factores de riesgo para el desarrollo de sepsis neonatal: ruptura prematura
de membranas (RPM), parto pretérmino (PP), fiebre intraparto e infeccion del tracto
urinario (ITU) durante la gestacion; asi como sobre la imposicién o no de la profilaxis

antibidtica intraparto.

En caso de que se produjera una sepsis neonatal se investigd el tipo de sepsis y su

evolucion.
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Figura #1. Algoritmo de trabajo para el procesamiento de los exudados vaginales
(V) y rectales (R)
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3.8 Andlisis y procesamiento de la informacién

La informacion se almacend en una base de datos utilizando el programa Microsoft
Excel (Windows) y se emple0 el software estadistico SPSS version 18. Para el analisis
exploratorio de los datos se emplearon tablas de frecuencias y gréficos de barras y de

pastel.

Se calculé la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo

negativo del medio Granada con respecto al caldo TH suplementado con antibiéticos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Deteccion de S. agalactiae a partir de exudados vaginales y rectales.

En la tabla #2 se muestra como se comportd la colonizacion por SGB de acuerdo al

sitio anatomico de donde se obtuvo la muestra: vagina, recto o ambos.

Tabla #2. Recuperaciéon de S. agalactiae a partir de exudados vaginales y rectales

realizados a 120 gestantes del municipio Melena del Sur, febrero-agosto 2011.

Cultivos positivos para S. agalactiae

Muestra
n %
Vagina 13 10,8
Recto 9 7.5
Ambos 11 9.1
Total 33 275

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Melena del Sur.

El mayor porcentaje de colonizaciébn se encontré en las muestras procedentes de
vagina (13, lo que represento el 10,8%); a partir de exudados rectales se demostraron
otros nueve casos de colonizacion (7,5%) y para 11 embarazadas (9,1%) se logro el

aislamiento a partir de ambos sitios anatomicos.

De manera similar, en un estudio realizado en Chile, que incluyéo 206 gestantes, se
demostré que el cultivo de los exudados rectales incrementa la posibilidad de detectar
la colonizacién por SGB entre las embarazadas. En dicha investigacién se encontrd que

26 gestantes (12,6%) estaban colonizadas; el aislamiento de SGB a partir de exudados
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vaginales se logro en 11 de ellas, para otras ocho se demostré la colonizacion a traves
del cultivo del exudado rectal y siete resultaron positivos para ambos (Valdés et al.,
2003). En cambio Rivas et al., en un estudio en Montevideo, Uruguay, que involucré
246 gestantes, demostraron un predominio de colonizacion rectal por SGB (86,2%),
aunque también expusieron un numero importante de casos (70,5%) a travées del cultivo

de muestras procedentes de la vagina (Rivas et al., 2006).

Los resultados del presente estudio ratifican la importancia de la toma de ambos tipos
de muestra (vaginal y rectal), pues Unicamente con el exudado vaginal no se habria

garantizado la demostracion de la colonizacion por SGB en todos los casos.

4.1.1 Prevalencia de la colonizacion vaginal/rectal por SGB.

El andlisis de los resultados positivos para SGB a partir de los cultivos de las muestras
vaginales y rectales permite concluir que la prevalencia de colonizacion en la poblacién

de gestantes estudiadas fue de 27,5% (33 embarazadas) (Figura #2).

Estudios de prevalencia de SGB entre gestantes de paises industrializados muestran
tasas de colonizacion que varian entre el 5 y 35%, dependiendo de la poblacién
estudiada, la ubicacién geografica, la region anatdomica de obtencion de la muestra
(vaginal o rectal) y el medio de cultivo utilizado (selectivo o no) (Schrag et al., 2002;
Valdés et al., 2003; Costa et al., 2008). De esta forma, Estados Unidos e Inglaterra
reportan una prevalencia cercana al 20% (Apgar et al., 2005; Bergeron et al., 2009) y
paises en vias de desarrollo, como Argentina, valores que oscilan entre 5y 18% (Di
Bartolomeo et al., 2005; Tamaris et al., 2004). El estudio en Montevideo antes citado
demostré una prevalencia muy proxima a la encontrada en esta investigacion (25,2%)
(Rivas et al., 2006).

31



27,50%

n=120

B No Colonizadas Colonizadas

Figura #2. Colonizacién vaginal/rectal por S. agalactiae entre la poblacion

gestantes de Melena del Sur, febrero-agosto 2011.

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Melena del Sur.

La coincidencia con los reportes de otros paises sefialan la necesidad de implementar
en Cuba el tamizaje de la colonizacion por SGB en las embarazadas entre 35 y 37
semanas de gestacion y sugiere que la tasa de transmision vertical y enfermedad en los

neonatos también podria ser alta.

4.2 Sensibilidad para la deteccién de SGB de los medios de cultivo empleados.

En el presente estudio, atendiendo a la recomendacion del CDC de emplear medios
liquidos enriquecidos, selectivos y suplementados con antibidticos para maximizar la
recuperacion de SGB a partir de exudados vaginales y rectales de embarazadas entre
las 35 y 37 semanas, se decidi6 el empleo del caldo TH y su comparacion con el medio
Granada (CDC, 2002).
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En la figura #3 se muestran dos casos positivos para SGB en medio Granada, a partir
de exudados vaginales. La produccién de un pigmento naranja alrededor del hisopo
sugiere, con muy alta probabilidad, la presencia de la bacteria en la muestra, es por eso
este medio se erige como una alternativa comoda y rapida para su deteccion.

Figura #3. Crecimiento de S. agalactiae en el medio Granada.

Ay B. Produccién de pigmento alrededor del hisopado vaginal de las gestantes
7 y 51, respectivamente. Estudio en el municipio Melena del Sur, febrero-agosto
2011.

En la tabla #3 se resume como se comport6é la recuperaciéon de SGB en el medio
Granada con respecto al caldo TH, que constituye el método de referencia. Con la
utilizacién del medio Granada se recuperaron 22 aislamientos que se identificaron como
SGB (18,3%) y con el caldo TH se obtuvieron 28 aislamientos positivos para SGB
(23,3%). Para cinco de los casos que resultaron negativos empleando el caldo TH fue
posible confirmar colonizacién con el cultivo de los exudados sobre el medio Granada.
De forma contraria, el caldo TH revel6 11 casos positivos que no pudieron demostrarse
con el medio Granada. La combinacién del empleo de ambos medios de cultivo avalo la

demostracién de colonizacion por SGB en 33 de las gestantes incluidas en el estudio.
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Tabla #3. Recuperacion de S. agalactiae empleando caldo TH y medio Granada a
partir de exudados vaginales y rectales de 120 gestantes del municipio Melena del
Sur, febrero-agosto 2011.

Caldo Todd Hewitt Caldo Todd Hewitt

Medios de cultivo utilizados _ . Total
Negativo SGB Positivo SGB

Granada - Negativo SGB 87 @\ 98
Granada - Positivo SGB ® 17 @

Total 92 120

Fuente: Laboratorio de microbiologia Melena del Sur.

Adler et al., en un estudio comparativo de sensibilidad del medio Granada con respecto
al caldo TH a partir de muestras vaginales y rectales, en 297 gestantes en Jerusalem,
describen una mayor recuperacion de SGB con el medio Granada: 58 casos contra 46
demostrados con el caldo TH (Adler et al., 2008). En cambio, otro estudio que involucrd
362 embarazadas en Medellin, Colombia, coincide con la presente investigacion al
detectar mas casos a través del cultivo en caldo TH: 9 aislamientos (42,8%)

recuperados en TH contra 5 (23,8%) revelados en medio Granada (Duque et al., 2010).

La comparacion de los resultados por ambos medios de cultivo permitié determinar para
el medio Granada los parametros que se muestran en la tabla #4. La especificidad
lograda con el medio Granada fue alta (94,57%) y para explicar la razon por la que esta
no alcanzoé el valor maximo, se impone retomar en este punto los cinco casos que se
detectaron con el medio Granada pero que no se confirmaron con el medio de

referencia (Tabla #3).
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Tabla #4. Parametros de calidad del medio Granada con respecto al caldo Todd
Hewitt para la recuperacion de S. agalactiae a partir de exudados vaginales y

rectales de gestantes del municipio Melena del Sur, febrero-agosto 2011.

Valor
Medio Granada IC (95%)
(%)

Sensibilidad 60,71 40,84 80,59
Especificidad 94,57 89,39 99,74
indice de validez 86,67 80,17 93,17
Valor predictivo positivo 77,27 57,49 97,06
Valor predictivo negativo 88,78 82,02 95,54

Fuente: Laboratorio de microbiologia Melena del Sur.

No obstante a la buena especificidad demostrada, la sensibilidad fue de solo un
60,71% y los valores predictivos positivos y negativos de 77,27% y 88,78%,
respectivamente. Estos resultados estan en correspondencia con lo que refieren Duque
et al., quienes alcanzaron solo un 44% (IC 95% 0,19-0,68) de sensibilidad al emplear el
medio Granada pero con una alta especificidad 99% (IC 95% 0,97-1), un valor
predictivo negativo de 97% (IC 95% 0,96- 0,99) y un valor predictivo positivo de 58%
(IC 95% 0,37-0,88) (Duque et al., 2010). También Bosch et al., informan que el caldo
selectivo TH es mas eficaz para recuperar SGB que el medio Granada (Bosch et al.,
2003).

Entre las razones que pudieran haber condicionado la baja sensibilidad puesta de
manifiesto para el medio Granada en el presente estudio, hay que destacar que este se

elaboré en el laboratorio a partir de los constituyentes primarios por no existir
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disponibilidad del medio comercial (Acapite 3.5.1, Disefio metodoldgico). En este
sentido también es importante sefialar que el medio Granada es selectivo y diferencial
para SGB pero no constituye un medio de enriquecimiento como el caldo TH. (Adler et
al., 2008).

No obstante las ventajas que aporta el empleo del medio Granada, este no desplaza al
cultivo en caldo TH como el método de referencia. Los resultados obtenidos en el
presente estudio y por otros mencionados en este documento, avalan al caldo TH como
medio selectivo de referencia que cumple con las exigencias para el desarrollo de SGB,
pues cuenta ademas en su composicién con acido nalidixico y gentamicina, antibiéticos
qgue inhiben el desarrollo de otros gérmenes que pueden interferir en el aislamiento
(Orsello y Dommermuth, 2003; Duque et al., 2010).

4.3 Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

SGB recuperados.

En la figura #4 se muestran los resultados de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana in vitro realizadas a los aislamientos de S. agalactiae recuperados
durante el estudio. Los mayores porcentajes de sensibilidad fueron para ciprofloxacina y
vancomicina (79,5%), seguido de cloranfenicol (70,5%), ceftriaxona (68,2%) y
tetraciclina (52,3%). Para imipenem, penicilina y eritromicina un alto por ciento de
aislamientos se revelaron como resistentes (95,5 y 59,1 y 36,4%, respectivamente). En
la figura #5 se muestran imagenes de los resultados de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana para dos de los aislamientos de S. agalactiae, que se mostraron

resistentes a penicilina y eritromicina.
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n=33

m Sensible
Resistente

Figura #4. Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de S. agalactiae
recuperados a partir de exudados vaginales y rectales de 120 gestantes del
municipio Melena del Sur, febrero-agosto 2011.

Fuente: Laboratorio de microbiologia Melena del Sur.

Resistencia a
eritromicina

Resistencia
a penicilina

Resistencia
a penicilina

Figura #5. Susceptibilidad de los aislamientos de S. agalactiae No.25 (A) y No.77
(B) frente a los antimicrobianos probados (Leyenda A: l-vancomicina, 2-
cloranfenicol, 3-ceftriaxona, 4-imipenem, 5-eritromicina, 6-tetraciclina, 7-
penicilina, 8-ciprofloxacina y B: 1-vancomicina, 2-eritromicina, 3-cloranfenicol, 4-

penicilina, 5-imipenen, 6-tetraciclina, 7-ceftriaxone, 8-ciprofloxacina).
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Por ejemplo, Belmar et al., en un estudio realizado en Chile entre 183 aislamientos de
SGB definieron un 100% de sensibilidad a penicilina, ampicilina, cefazolina y
vancomicina, con una discreta resistencia a clindamicina y eritromicina (solo 3,3 y 1,1%,
respectivamente) (Belmar et al., 2002). Abarzla et al., en un estudio posterior también
en Chile, corroboran esta observacion pero informan un incremento de la resistencia

para clindamicina y eritromicina (13 y 17%, respectivamente) (Abarzua et al., 2011).

Simoes et al., al determinar la resistencia de aislamientos S. agalactiae obtenidos a
partir de exudados vaginales de mujeres no embarazadas y aislamientos responsables
de sepsis en recién nacidos encontraron un 19,2% de resistencia a clindamicina y un
25% para eritromicina, pero tampoco reportaron resistencia a penicilina ni ampicilina,
aunque si susceptibilidad intermedia para estas drogas, entre el 15,4 y 17,3% de los
aislamientos, respectivamente (Simoes et al., 2004).

Otro estudio multicéntrico para evaluar la susceptibilidad in vitro de 610 aislamientos de
S. agalactiae procedentes de exudados vaginales de mujeres embarazadas y de LCR
de neonatos menores de 7 dias en Espafia, demostrd de la misma forma, un 11,8% de
resistencia para la clindamicina y de 12,5% para la eritromicina (Gonzalez y Andreu,
2004).

De manera general, durante los ultimos tres afos, en regiones tan diferentes como
Australia y Malasia, también se demuestran resistencias relativamente bajas tanto a
clindamicina (4,2 y 2,5%) como a eritromicina (6,4 y 4%) y se concluye que no se
produjeron modificaciones en el patron de susceptibilidad a macrélidos entre los
periodos 1982-2001 y 2002-2006 (Garland et al., 2011).

En cambio, desde Egipto y Tanzania se comunican resistencias mas elevadas, en
concordancia con lo que se observo en el presente estudio (Shabayek et al., 2009;
Joachim et al., 2009). Se suman a estos reportes el de Gygax et al. (2006) en una
investigacién en Estados Unidos para la determinacion de genes de resistencia entre
222 aislamientos de S. agalactiae, en el que obtuvieron para clindamicina y eritromicina

valores de resistencia de 21 y 38%, respectivamente. También Wu et al., (2008), en
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Taiwan demuestran valores superiores de resistencia a clindamicina y eritromicina

(62 y 65%, respectivamente).

Cabe destacar que todos estos estudios coinciden en resaltar el hecho de que aun no
existe resistencia a penicilina ni ampicilina. Solo la experiencia de Tanzania permite
informar una resistencia de 9,4% de resistencia a penicilina, aunque el 100% de los
aislamientos se mostraron susceptibles a ampicilina, lo que ratifica a ambos

antimicrobianos como de eleccion para la profilaxis intraparto (Joachim et al., 2009).

En este sentido es entonces alarmante que el 59,1% de los aislamientos de SGB
recuperados de exudados vaginales de embarazadas en el municipio Melena del Sur
sean resistentes a penicilina. A nivel mundial estas pruebas no se indican de manera
rutinaria y tampoco a nivel nacional, por lo que resulta imposible comentar la naturaleza
de esta aparente modificacién en el patrén de susceptibilidad a penicilina y macrélidos.
Los escasos estudios cubanos disponibles dan por sentada la eficacia de estas drogas
en el tratamiento; por ejemplo, un estudio realizado por Diaz et al., acerca de la
infeccion por S. agalactiae en nifios después del periodo neonatal, reporta 100% de
sensibilidad para penicilina, vancomicina, ceftriaxona, cloranfenicol, ciprofloxacina e

imipenem y un 97% para eritromicina (Diaz et al., 2006).

Ante el alto por ciento de aislamientos no susceptibles a penicilina demostrado durante
el presente estudio, resultado totalmente inesperado, la explicacion mas légica se
encuentra en el método utilizado para su deteccion. Por eso, todos los aislamientos con
diametros de inhibicion < 24 mm alrededor del disco de penicilina, deberan ser
estudiados a través del método de la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria en el laboratorio nacional de referencia para Microbiologia (Laboratorio

Bacteriologia-Micologia, IPK).

Aungue los resultados del estudio de la susceptibilidad en relacion a la penicilina y
eritromicina deberan ser corroborados en investigaciones posteriores a estas, puede
sugerirse que el incremento de la resistencia obedezca a la “presion ecolégica’ que
ejerce el uso de ambas drogas en el tratamiento de otras patologias médicas, como por

ejemplo las respiratorias y en obstetricia, en el manejo de corioamnionitis y
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endometritis en el puerperio (Oyarzan, 1997; Manning et al., 2003; Abarzua et al.,
2011).

Estos resultados obligan a vigilar la resistencia antimicrobiana de SGB en cada centro
asistencial, a través de la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
sistematicamente a todos los aislamientos que se recuperen. Al mismo tiempo realzan
la importancia del manejo responsable y adecuado de los tratamientos de eleccion
recomendados para evitar el incremento de la resistencia y el eventual fracaso
terapéutico en otras patologias del embarazo y los riesgos de morbi-mortalidad

neonatal.

4.4 Factores de riesgo obstétricos para la infeccion neonatal identificados en el

momento del parto.

En el momento del parto solo seis de las 33 embarazadas colonizadas por SGB
(18,2%) presentaron algunos de los factores de riesgo obstétricos descritos para el

desarrollo de sepsis neonatal (Tabla #5) (Kovavisarach et al., 2007).

Para dos de las gestantes se presentd fiebre intraparto >38°C; en una, el parto se
produjo a las 36 semanas; en otras dos se registré la RPM acomparfada de fiebre; y en

otra, la RPM se presentd antes del término de la gestacion (36,2 semanas).

Andreu et al.,, en un estudio en Espafia, encontraron en el momento del parto un
porcentaje de gestantes con factores de riesgo obstétrico para el desarrollo de sepsis
neonatal similar al que se informa en el presente estudio (11,2%), que se correspondio
con 37 embarazadas, todas colonizadas por SGB. Sin embargo, identificaron factores
de riesgo obstétricos para el desarrollo de sepsis neonatal en un mayor numero de
gestantes: fiebre intraparto >38°C (en ocho de las gestantes); RPM (en otras nueve);
parto pretérmino (cuatro); RPM acompafiada de fiebre (seis); parto pretérmino
acompafnado de fiebre (una); parto pretérmino y RPM (seis); parto pretérmino mas
fiebre y RPM (una); y en otras dos, se presentd ITU dos semanas antes de que se

produjera el parto, con urocultivo positivo a SGB (Andreu et al., 2007).
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Tabla #5. Factores de riesgo obstétricos para el desarrollo de infeccion neonatal
identificados en el momento del parto entre las gestantes colonizadas por SGB,

municipio Melena del Sur, febrero-agosto 2011.

i Fiebre mas ruptura Ruptura prematura de
Fiebre Parto
) o prematura de membrana mas parto
intraparto pretérmino o
membrana pretérmino
Gestantes 2 1 2 1
colonizadas (6,1%) (3,0%) (6,1%) (3,0%)

Fuente: Historia clinica del hospital materno infantil.

4.4.1 Conducta seguida para la prevencion de sepsis neonatal y resultados.

Todas las gestantes (seis) en las que se identificaron factores de riesgo obstétricos
para la infeccion neonatal recibieron tratamiento antibidtico profilactico intraparto en
correspondencia con la recomendacion del CDC (2002) y tomando en consideracion el
resultado precedente del antibiograma realizado cuando se demostrd la colonizacion
por SGB durante este estudio. Para dos de las gestantes se utilizé la penicilina; en otras

dos cefazolina; en una, cloranfenicol; y en otra, ceftriaxona.

Como una de las embarazadas colonizadas con SGB tuvo parto gemelar, el total de
recién nacidos ascendio a 34; para cuatro de ellos se registré sepsis neonatal de inicio
temprano: un caso de bronconeumonia con hemocultivo positivo a SGB y tres casos
con cultivos periféricos positivos a SGB (otitis, onfalitis y absceso mamario). Todos
evolucionaron satisfactoriamente a la terapéutica impuesta por los servicios de

neonatologia.
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De acuerdo con estas observaciones, la ocurrencia de sepsis neonatal debida a SGB
fue de 11,76% (4 neonatos de 34 nacidos de madres colonizadas), muy por encima del
2 - 4% referido por otros estudios (Schrag et al., 2002; Matheus, 2009; Barajas y Baez,
2011). Obviamente, esta constituye una observacion puntual que no resulta suficiente
para comunicar con seguridad la incidencia de sepsis neonatal por SGB en el municipio
Melena del Sur en el periodo febrero-agosto 2011 y deberé ser corroborada en estudios

posteriores, tanto a nivel regional como nacional.

Por otra parte, hubo total congruencia en lo referente a que en la mayoria de los nifios
nacidos de madres colonizadas que desarrollan la enfermedad, esta se presenta como
sepsis y en solo el 10% como meningitis, del que no se reportd ningun caso durante

esta fase final del estudio (Schrag et al., 2002).

Para solo uno de los neonatos (el que desarroll6 la onfalitis) la sepsis se instauré a
pesar de que la madre recibiera tratamiento en el momento del parto, tras constatarse
factores de riesgo obstétricos. No obstante, la terapéutica antibidtica intraparto

impuesta resulté efectiva en la prevencion de sepsis neonatal en los otros cinco casos.

Inmediatamente después de la administracién endovenosa del antibiético que se decida
para la terapia intraparto, este alcanza concentraciones adecuadas en el plasma fetal
pero se precisa de un tiempo mayor (mas 2 horas) para lograr niveles adecuados en
las secreciones vaginales maternas que impidan la colonizacion externa, asi como
niveles Optimos para la prevencién de la infeccién en érganos (Andreu et al., 2007).
Esto podria explicar el fracaso de la terapéutica antibiética observada en el caso del
neonato que desarrollé la onfalitis, en el que la buena practica obstétrica impuso una
extraccion rapida del feto, probablemente antes de que se lograran las concentraciones

Optimas del antibiotico que se administro.

Por otra parte, la observacion de sepsis neonatal en otros tres casos para los que no se
administré terapia intraparto, por no presentar las gestantes factores de riesgo de

sepsis neonatal, obliga entonces a reflexionar acerca de la estrategia de tratar a todas
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las gestantes en las que se demuestre colonizacion por SGB entre las 35 y 37 semanas
de embarazo. Esta conducta podria programarse de antemano y se garantizaria asi la

imposicion de la terapia intraparto con al menos dos horas de antelacion al nacimiento.
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V. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

A patrtir de los exudados vaginales se recuperd un mayor numero de aislamientos de
SGB pero fue la integracion de este resultado con el del estudio de los exudados
rectales lo que permiti6 determinar la prevalencia de colonizacion por esta bacteria

entre la poblacion de gestantes estudiadas.

El empleo simultaneo del caldo TH y el medio Granada garantiza la demostracion de
colonizacion vaginal/rectal en un mayor nimero de gestantes pero los resultados

avalan al caldo TH como el medio selectivo de referencia para este propésito.

Los resultados del estudio de la susceptibilidad antimicrobiana plantean la
necesidad de realizar estas pruebas ante cada caso de colonizacién para asegurar
un manejo mas responsable de las terapias recomendadas en el tratamiento

intraparto.

Se constataron en el momento del parto los diferentes factores obstétricos descritos
como de riesgo para el desarrollo de sepsis neonatal por SGB y se hizo evidente la
importancia de una intervencién sanitaria para interceptar la transmision vertical de
la bacteria siempre que se demuestre colonizacion vaginal/rectal entre las 35 - 37

semanas de gestacion.

La alta prevalencia (27,5%) de colonizacién vaginal/rectal por SGB estimada para la
poblacién de gestantes de Melena del Sur, entre febrero-agosto 2011, indica la
necesidad de estudios similares en otras localidades y de investigaciones que
permitan conocer a nivel nacional el peso de este factor en la incidencia de la sepsis

neonatal de inicio temprano.
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VI. RECOMENDACIONES

X/
L X4

Informar los resultados de este estudio al PAMI e insistir en la necesidad de
replicarlo en otras localidades del pais para fundamentar con datos nacionales la
necesidad de incorporar el tamizaje para la determinacion de colonizacion
vaginal/rectal por SGB al término del embarazo, asi como las recomendaciones

para la terapia intraparto.
Estudiar la susceptibilidad a penicilina por el método de la determinacion de la

concentracion minima inhibitoria para todos los aislamientos que se revelaron como

no susceptibles a este antimicrobiano, a través del método de difusion en disco.
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ANEXOS



Acapite 2.5.2

ANEXO #1. Crecimiento de S. agalactiae en medio Granada.

Figura #1. Crecimiento de S. agalactiae en medio Granada. A. En tubo. B. En placa.

C. En placa (condiciones de aerobiosis con un cubreobjetos encima del inéculo).



Acapite 3.2.1y 3.3

ANEXO #2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigacion para determinar colonizacion vaginal y rectal por Streptococcus

B-hemolitico grupo B en embarazadas entre 35y 37 semanas de gestacion.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Adilys Alvarez Cruz

| (o T en plenitud de mis facultades mentales, estoy de acuerdo
que, se me tomen muestras vaginales y ano rectales para el diagnéstico microbiologico
del Streptococcus beta hemolitico del grupo B, dado que:

a.- La toma de la muestra la realizara un profesional, que no me causara dafos y
gue este es un acto necesario para determinar si soy portadora del Streptococcus beta
hemolitico del grupo B.

b.- Conozco que el posible beneficio que tendré de este estudio es determinar si
soy portadora de la bacteria y si fuera necesario, recibir tratamiento antibiético durante
el parto para evitar complicaciones y secuelas graves a mi futuro hijo.

c.- En cualquier momento me podré retirar del estudio, sin dar razones y sin que
ello modifique la calidad de la atencion médica que recibiré.

d.- Mi identidad no puede ser revelada y los datos clinicos y microbiolégicos seran
confidenciales, a menos que sean solicitados por ley. Los resultados de este estudio
pueden ser publicados.

e- Este consentimiento ha sido firmado por mi voluntariamente sin que haya sido
forzada u obligada, luego de haber recibido la adecuada informacién.

f.- Cualquier consulta que requiera hacer en relacibn a mi participacién en el

estudio, debera ser formulada al médico tratante

Fecha y lugar de aceptacion:

Nombre y firma del Médico Nombre y firma de la paciente




Acapite 3.5.1

ANEXO #3. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DEL MEDIO GRANADA.

1. Ingredientes necesarios para 1000 ml de medio

Proteosa peptona N0.3 (DifC0)-----=======mmmmmmmmmmmmm oo 259
AlMION - mm e 20g
MOPS sal hemisodica (M9027 Sigma)----------=-=-=-=-=-=------ 119
N 8,50
€] [ o L= R 2,59
Piruvato SOdiCO---------m-mmmm oo 19
Metronidazol (Sigma)-------------=-=-=-=---mmmnunm- oo ---- 19
MgSO4---------=--=-m--- m=mmmmemmemmeeeeeeeeee m=mmmmemmemmeemeee ---- 20mg
Methotrexate sal sodica (Lederle)------------m-mmmmmmmmmmm oo 6mg
Sulfato de colistina---=-=-=========smmmm e e e e e 5mg
Cristal violeta------------=--=-=-=-==emmmmmmmee- mmm e ---- 0,2mg
Suero de caballo--------==mmmm e oo 50ml
A QA== 39
Agua destilada----=========nmmm e e eee 1000ml

PH: 7,45 +/- 0,1

2. Preparacién del suplemento x 10 (para 100ml)

GlUCOS A== m oo 25¢
Piruvato SOUiCO-----=-==n=mmm e e e oo e 10g
MgSO4---------mmmmememe mmmmememee oo mmemmemmmm—eeeeee --—- 29
Methotrexate sal sédica-------------------=-------- m-memmmememnmemeeee ----  60mg
Cristal violeta---------------=-=--=-mmsmmemm - L ----  2mg



MetronNidazol--------=-=m-m oo 100mg

Disolver calentando suavemente (50-60°C) .Esterilizar por filtracion. Despreciar los
primeros mililitros hasta que el filtrado sea violeta, pues al principio, hasta que se satura
la membrana de filtracion, puede retener el cristal violeta.

Conservar en tubos de 100x13mm previamente estériles, hasta seis meses.

3. Preparacion del medio (1000 ml)

O = 39

Proteosa peptona N°3 DifCO-----------===-mmmmmmmmmmm oo 259
AlMION - m oo 20g
MOPS hemisédica (SIGMA MO027)-------mnmnmmmmmm oo oo 119
NazHP O g e e e e 8,50

-Disolver en 940ml de agua destilada, calentando suavemente con agitacion.

-Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

-Enfriar 50-55°C.

-Afadir 10 ml de suplemento estéril.

-Afadir 50ml de suero agitando.

- Dispensar 4 ml en cada uno de los tubos (100x13mm) previamente esterilizados.
-Conservar 4-8°C.

En unos dias el medio se vuelve de translicido a blanquecino, pero no afecta su

funcionamiento. Caducidad: 2 meses en frigorifico.



