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| RESUMEN

. El dificil aistamiento, los escasos estudios de frecuencia en México y la asociacién que-se

le ha dado a Listeria con problemas de aborto repetitivo es motivo para realizar

un medio de cultivo altamente selectivo en el aistamiento de Listeria monocylogenes a partir de
exudados cervico-vaginales, para determinar la frecuencia del microorganismo y para verificar la
asociacion de Listeria monocytogenes con problemas de aborto repetitivo.

El presente estudio se desarolld en el Hospital Ginecobstetricia Nimero 3 de! Centro
Médico la Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social (H.G.O. 3 del CM.R. del LM.S.S.)
ubicado en México Distrito Federal, durante e! periédo que comprendié del 13 de febrero de
1991 al 12 de agosto de 1991 trabajando con 1200 muestras de exudados cervico-vaginales en
una poblacién abierta de mujeres que acudieron a consulta extema en este Hospital.

El estudio se inicid implementando un medio de cultivo para el aislamiento de Listeria
monocytogenes denominado medio A-C que consta de una base de agar Listeria-Brucella,
extracto de levadura, Acriflavina y el antibiético Ceftazidima, utiizando como medio disolvente
agua destilada. Para optimizar el medio de cultivo se realizaron diferentes pruebas modificando
las concentraciones de.los componentes en donde se logré que con 41 g de Base agar Listeria-
Brucella, §6 g de extracto de Ievadur'a, 2.5 mt de Ceftazidima ([12.5 mg/ml] y 2.5 mi de acriflavina
[2.5 mg/m]] en 1000 ml de agua, fuera un medio optimo bara el. aislamiento de Listera
monocytogenes.

Una vez que se optimiz6 el medio para el aislamiento del microorganismo se trabajaron fa
1200 muesiras de exudados cervico-vaginales, en donde se logrdé un aislamiento de Listeria
monocytogenes identificando al microorganismo mediante su morfologia, pruebas de motilidad y

pmébas bioquimicas.



De estas 1200 pacientes estudiadas se pudo obtener en los archivos de! hospital, los
datos de 275 pacientes, en donde unicamente 113 de estas 275 pacientes presentaron
problemas de aborto. La frecuencia de Listeria monocytogenes en las 1200 muestras es de
0.08%, enlas 275 es de 0.36 % y en las 113 muestras con problemas de al;ono se presenta una
frecuencia de 0.88 %.

Utilizando el método estadistico de Wilcoxon, tomando en cuenta las 113 muestras con
problemas de aborto y utilizando un 95 % de confiabilidad podemos decir que Listeria

monocytogenes no tiene una relacion significativa con problemas de aborto repetitivo.



Il REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. ANTECEDENTES HISTORICOS

Listeria monocytogenes es un microorganismo que ha sido aislado por un gran nimero de
investigadores y ha sido denominado con diferentes nombres. Hulphers {1919), asigno el nombre
de Bacillus hepatis a un organismo identificado en un foco necrético caracteristico en higado de
conejo. Este microorganismo fue posteriormente identificado como Listeria monocytogenes; en
1924 se produjo un brote epizootico en Inglaterra identificando al agente etioldgico como
Bacterium monocytogenes, nombrado asi, por la monocitosis producida en conejos, En 1925 se
localizé un brote epizootico en Sudafrica, llamando al agente causal Tiger nver bacillus que
posteriormente se le llamo Listeria hepatolytica en honor de Lord Joseph Lister quien fue el padre
de la antisepsia. En 1929 Nyfeldt aislé el agente etiologico de la mononucleosis y lo tamd
Bacterium monocytogenes hominis, finalmente en 1940 se le dié el nombre de Listeria

monocytogenes (18).

2, CARACTERISTICAS GENERALES

2.1 Morfologia

Listeria monocytogenes es un pequefio cocobacilo Gram(+), que mide de 1 a 2 ym, de
extremos redondeados o ligeramente afifados cuya forma de agruparse no es habitualmente
caracteristica no obstante, el microorganismo puede agruparse por pares y también en cadenas
cortas, asi como adoptar forma de empalizadas; éste microorganismo no forma esporas y no
tiene capsula, su movitidad es debida a la presencia de flagelos, es mé\;il a 20y 25°C einmdvil a

37°C (6,18).



2.2 Clasificacion serologica

‘Listeria monocytogenes, se clasifica en base a los esquemas de Paterson en cuatro
grupos serologicos, de acuerdo con la distribucion de antigenos somaticos y flagelares; la
tipificacidon se lleva a cabo mediante reacciones de aglutinacion, empleando antisueros
adsorbidos. Presenta antigenos sométicos "O" numerados del | al X y antigenos flagelares "H"
A,B,C,D. La presencia de ambos tipos de antigenos ha permitido clasificarios en once serotipos :
1a, 1b, 2, 3a, 3b, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d y 4e. Los grupos serolégicos 1 y 4b son los mas frecuentes

en infecciones humanas (36).

3. PROBLEMAS CLINICOS

3.1 Principales problemas clinicos e infecciones

A Listeria monocyt se le ha

> como agente causal de problemas en

animales y humanos. Asi mismo desde hace 50 afios se reporta a este microorganismo como un
patégeno causante de enfermedades en grupos de personas inmunocomprometidas, recién
nacidos, mujeres embarazadas y en personas de edad avanzada. Dentro de las afecciones que
se han relacionado con Listeria monocytogenes podemos encontrar: Infeccion perinatal en
humanos, Septicémia en embarazadas, Meningoencefalitis, Infecciones localizadas, Linfadenitis,
Faringoamigdalitis, Conjuntivitis, Metritis, Cistitis, Abscesos, Endocarditis, Hepatitis y Abortos
(12,27).

3.2 Manifestaciones clinicas en humanos
Las diversas expresiones clinicas de la enfermedad listérica han sido resumidas por
Seeligeren:
1) Listeriosis durante el embarazo
2) Listeriosis del recién nacido

3) Infecciones del sistema nervioso



4) Infeccion cutanea

5) Forma septicémica con faringitis y mononucleosis
6) Forma oculoglandular

7) Farma cervicoglandular

8) Granulomatosis infantiséptica

De todas la formas clinicas existentes de listeriosis en el humano, nos vamos a enfocar en

la listeriosis durante e} emb (5).

La listeriosis d te el b , en la mayoria de los casos se manifiesta por

hipertemia acompafiada de escalofrios y cefalea antes del aborto o del parto, con baja
frecuencia, se ve acompanada de faringitis y diarea. En un alto porcentaje la bacteremia por
Listeria monocytogenes suele manifestarse como un cuadro catarral febril. Cuando la listeriosis
se presenta antes del cuarto mes de gestacion puede condicionar a aborto, habiéndose
establecido que puede ser la etiologia del aborto habitual entre el 1 al 6% de los casos. Se ha
sugerido que la reinfeccién causa necrosis de la placenta favoreciendo de esta manera la
presencia de aborto y septicemia (5,7,15).

En e! trabajo realizado por Giono y Pérez Miravete, encontraron en mujeres embarazadas

que uno de los sitios de infeccidn de Listeria monocyfogenes es la cavidad vaginal (13).

4. TRANSMISION EN HUMANOS
4.1 Rutas de transmision

Listeria monocytogenes es un microorgani pli ite distribuido en el medio
ambiente, de aqui que el humano puede estar expuesto a la bacteria de varias maneras. Las

posibles rutas de transmisién se muestran en la figura 1.



Fig. 1.. Posibles rutas de transmisién de Listeria monocyfogenes en humanos (4),

~1+Suelo * +—> Plantas —-> Humanos - -

2- Anlrﬁales > Suelo —->Plantas —-> Huhanos
3. Fbrra]es ~-> Animales ----> Humanos
4.- Animales ---> Humanos

-5-Polvo -—>Aire  ---> Humanos
6.- Insectos ----> Humanos

7.- Alimentos ——> Humanos
8.- Humanos ----> Humanos

4.2 Reservorios naturales

El suelo es un reservorio natural de Listeria monocytogenes, y de hecho se ha aislado de
suelo cultivado y no cultivado incluyendo suelos boscosas, plantas tales como: maiz, cereales,
semillas de soya, trébol y hierba mala, De aqui la posibilidad de que los humanos se lleguen a
infectar con plantas las cuales pueden a su vez, estar contaminadas por e} suelo en el que
crecen (8,9).
: En los animales, |a listeriosis se cree, puede presentarse a partir de las plantas cultivadas
en el -suelo contaminado, de las cuales se produce el forraje, cuando estos animales
contaminados son consumidos por el hombre se presenta la listeriosis. Listeria monacytogenes
témbién ha sido aislada de forrajes, maiz, centeno, avena y leguminosas. Cuando el forraje no se
fermenta adecuadamente favorece la presencia de levaduras y hongos incrementandose la
produccion de dcido que sirve como sustrato para Listeria monecytogenes (37).

Se tienen varios reportes sobre la transmision de Listeria monacytogenes en humanos

por la ingestion de alimentos contaminados por esta bacteria, los cuales se han asociado con la



ingestion de en#aladas de caol, leche pasteurizada, queso estilo icano y veg il
{10.22); '

» :En alimentos conservados a bajas temperaturas, se ha detectado la presencia de Listeria
monocytogenes, ya que éste microorganismo es capaz de resistir temperaturas de refrigeracion

(34,40).

En la figura 2. se muestra una posible hipétesis acerca de la infeccion por Listeria

monocytogenes en humanos a partir de sus reservorios naturales (4).

Figura 2. Ciclo de Infeccidn de Listerla mbnoc}iayénég en hﬁm_éndé a'partir de sus resErQSrlcﬁ_naturales ().

ALIMENTOS Y -
" FORRAJES™.




5. PODER PATOGENO
5.1 Estudio experimental

4,Lps ’resultardos de la experimentacion animal, dependen ampliamente de la virulencia del
cultive, vlav dosis, la via de inoculacién y de las condiciones fisiologicas en las que se encuentre el
animél{ Entre los animales de laboratorio que comunmente se emplean para realizar el estudio de
;':atp’genyia de Listeria monocytogenes se encuentran los roedores {conejos, ratones, cobayos) y
aves. Entre los cuales el conejo es el animal de eleccion en e! estudio de patogenia, la
inoculacion es por via intravenosa o por via intraperitoneal inyectandosele 0.5 mi deun cultivo en
un caldo de 24 horas, produciéndose la muerte, con la afeccion caracteristica del higado, que se
cubre de un punteado de manchas blanco-amarillentas correspondiendo a los focos de necrosis
®. -

La reaccién de Anton en conejo, consiste en la inoculacién a nivel del dngulo ext_am_'o del:
ojo, de una gota de un cultivo joven del microorganismo en caido, provocando entre las 24 y48 : -

horas una conjuntivitis eventualmente asociada a una queratitis superficial.

En el ratén la inyeccion intravenosa, intraperitoneal o subcutanea produce la muena con N '

Ieslones necréticas como en el conejo. El cobayo es un poco mds resistents, pero igualmente Lo

sensnble ala Inyecctbn conjuntival,

"En las aves es comin utifizar palomas, a las cuales se les inocula un cu llvo joven de;

listeria ocaslonéndoles septicemia con participacion cardiaca predominante (6)

5.2 Dosis infecciosas

Se ha demostrado que para producir listeriosis por ingestién de alimentos contamlnados.

influye la dOSIS bacteriana ingerida en el alimento y esto crea una pregunta no c
cuanto a la presenc!a de Listeria monacytogenes en alimentos, ¢cuantas bacterlas pueden ser
ingeridas para causar enfermedad?. Para contestar ésta pregunta, se reahzo un estudlo enel que

se empleé un modelo primate no humano (Macaca fascicularis) al qug se le- administré leche



completa, en la cual se suspendié Listenia monocyfogenes para obtener concentraciones de
10,10 y 10 células por mililitro (3). Posteriormente se tomaron muestras de sangre, materia
fecal y secrecion nasal, las muestras se tomaron a diferentes intervalos de tiempo y se encontro
que sélo los animales que recibleron dosis de 10 cel/m! enfermaron notablemente, presentando
sintomas de septicemia, iritabilidad y pérdida de! apetito y ocasionalmente diarrea. Ademas estos
animales eliminaron Listeria monocytogenes en las heces aproximadamente por 21 dias (3). Se
han realizado otros trabajos en cabras y ratones relacionando la dependencia de la dosis para
observar e! desarrollo de la enfermedaq y determinar la excrecion de Listena monacytogené;
(a0). . . :

6. IDENTIFICACION
6.1 Morfologica

siguientes caracteristicas bioquimicas: (10)

Catalasa (+) . Urea ‘(+) ‘

Oxidasa +) " Arginina (+) .= @uproumeloncé.mmu;d B
Reduccion de nitratos ~ (+) Voges-Proskauer  (+) o R

Indol (+) CAMP (+) .

HzS ) Motilidad (+)  a zoyas-c observindoss lmagen san

Coagulasa (+) ‘ de sombnlli entubo con medio

semisoiido: L




A Listeria monocytogenes se le identifica por la fermentacion de carbohidratos tales como:
Glucosa, Threalosa, Rhamnosa, Xilosa, Manosa, Salicina e Hidrélisis de esculina (33). .

6.3 De otras especies
Existen otras especies de Listeria las cuales pueden diferenciarse de' Listeria
monocytogenes mediante las sigulentes caracteristicas bioguimicas, que se pueden observar en

el cuadro 1.

CUADRO 1. Identificacién biog de pecies de listeria (12): 5",

LISTERIA - HEMOLIS‘S‘ NQa -
: LorenASs

monocylogenes -

déhflﬁﬂcahs i

v, = reaccién variable - Miosa L
AS. ='aga‘r‘sa}|g’re ‘qdclqndepitratos ;




6.4 identificacion serologica

Se puede realizar el diagnostico seroldgico gracias a Ia presencla de antigenos sométicos
y flagalares que pesenta Listeria monocytogenes, pero éste tipo" de dlagnosuco es de uso
Ilmltado en Ia identificacién epidemiolégica ' de !lslen05|s “ésto “se debe a que Listera
monocytogenes pesenta varios antigenos que dan reaccién cruzada con otros ‘microorganismos

Gram {+) ¥ los resultados pueden ser falsos positivos (36).
7. CONDICIONES DE CRECIMIENTO
Listeria monacytogenes se desarrolla en’ un medio de cultive que requiere - de ciertas

condiciones tales como temperatura, pH, agentes qulmlcos y factores nulncnonales. .

71 Temperatura

* Latemperatura ptima para el desanollo del mlcroorgan 'sé s'itda entre os 30y 37°C,”

a temperatura ordmana el creumlento es a vec retardado pero a Ios 3 6adi | c;iliivo es =

mlcroorganlsmo sopona muy blen Ia congalamén (40)




7.2pH

Listeria monocyiogenes para su_ creclmlento requle' de un pH neutro o llgeramente

alcalino, siendo el pH ideal de 7. 5, Por debajo de 56 no 5 CU"IVB’ ademas Ias reslembras a -

menudo son imposibles. Con pH alca!lno e |ncluso hasla de 9 6 est Cr orgamsmo todavia se -
puede cultivar (9).
7.3 Agentes quimicos

Listeria monocytogenes, se cultiva en prese'ncia dg“a] nes ‘d'q Nabl.’ de bllns,-

y de telurito de potasio (8).
7.4 Factores nutricionales RARRE
Estos factores favorecen el crecimiento de l(c!s microdrganlsmﬁs, la prqsencié de Qlucosa.
vitaminas del grupo B, aminodcidos tales como valina, éistelné. “glutamina, leucina e
isoleucina (33).

La influencia de éstos factores, son necesarios para un buen desarrolio de las cepas de

Listeria monocytogenes; sin embargo los medios de cultivo empleados para el aistamiento y
crecimiento del microorganismo difieren dependiendo del tipo de muestra clinica qﬁe se vaya a
trabajar (21).

En general el aislamiento de Listeria monocylogenes en muestras estériles como son
liquido cefalorraquideo, sangre, fluldo pleural, etc. se realiza sin mayor dificultad, empleando
medios de cultivo ordinarios utilizados comunmente en un labpratorio de bactericlogia como son
agar sangre, medio de infusién cerebro corazén o con algin medio a!tarﬁente nutritivo sera
excelente para el aistamiento de la Listeria (20). : ’ '

Sin embargo el aislamiento de Listeria monocyt yenes én muestras polimicrobianas

(cervix, vagina, exudado faringeo, meconio, pus, esputo, orin eces) es un tanto dificil ya que

se requiere de un tratamiento previo de la muestra y de! empleo de un medlo altamente selectivo

para Listeria monocytogenss (3).




7.5 Estudios realizados

Subsecuentemente en 1960 Mc. Bride y Girard describen un medio selectivo para el
aislamiento de Listeria; este medio contiene fenil-etanol y agar base, al cual se le agrega un
0.05% de cloruro de litio, 1% de glicina y 3% de sangre. Otros estudios fueron realizados
posteriormente en ﬁonde se le adiciono a los medics azida de sodio, guanofuracina, cloruro de
sodio, telurito de potasio, amino-guanidina, etanol, fenilbarbitol de sodio, acido bérico, tiosulfato

de sodio y otros compuestos mas, pero el resuitado de los medios probados no fue satisfactorio,

como el medio utilizado por Mc. Bride y Girard, sin embargo, durante un periddo de cinco afios
Ralovich desarroll6 y probé una combinacién de acido nalidixico (50ug/ml) y acriflavina (50ug/mi)
con una base de agar y lo utilizd para el aistamiento de Listeria (3).

Hofer encontré que una combinacion de &cido nalidixico y acriflavina en caldo triptosa
como enriquecimiento fue un medio dptimo para el aislamiento de Listeria a partir de heces de
bovino y que el agar triptosa con suero de caballo, esculina al 1%, citrato férrico, sulfato de
polimixina B, 4cido nalidixico, acriflavina y 50ug de acetato de talio resultdé ser un medio mas
selectivo. Cuando la esculina y el fierro estaban presentes, las colonias de Listeria presentaban
dreas centrales obscuras, en tanto que el acetato de talio inhibia frecuentemente el crecimiento
de estreptococos (20).

En los afios de 1984 a 1988 se reportaron aproximadamente 11 publicaciones en donde
sa describen caldos y agares selectivos para e} aislamiento de especies de Listeria a partir de
materiales contaminados y de productos alimenticios, ademas de enfatizar e! aislamiento a partir
de leche y de productos lacteos. Varias de las formulas fueron inventadas y probadas por
Dominguez y colaboradores, quienes publican el uso de una combinacién de caldos y un agar
selectivo para el aislamiento de Listeria (23,24).

La combinacién de caldos se formuld de la manera siguiente: Caldo substrato (Threalosa
y esculina) y Caldo de enriquecimiento a esta combinacidn se les adiciono 4cido nalidixico y

azul de tripan.
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El agar de aislamiento se formuld de la manera siguiente: Aéar base, esculina, acido
nalidixico, acriflavina y sangre desfibrinada (16).

Varios trabajos se realizaron tomando como base el medio selectivo Mc. Bride con sus
respectivas modificaciones, en 1as cuales se utilizaron diversos carbohidratos como glucosa,
threalosa; algunos adicionaron cloruro de litio, tiocianato de potasio y ademas e! acido nalidixico y
acriflavina, También se adicionaron a los medios polimixina B, extracto de levadura y
ciclohexamida; a todos lo medios empleados, se les adiclonéd los nutrientes que ya se han
mencionado en pdrrafos anteriores para el buen crecimiento de Listeria. Para observar la beta
hemélisis se utiliza sangre de camero desfibrinada a un 5% (41).

Estos medios se han utilizado para el aislamiento de Listeria, a partir de leche y productos
lacteos. Pero se han obtenido excelentes resuitados utlizando agar columbia como base,
acriflavina y ceftazidima pentahidratada para él aislamiento de Listeria en quesos contaminados,
este medio ha observado mejores resultados que el medio Mc. Bride (3,16).

Al realizar una revision de los medios selectivos que existen para Listeria, el aislamiento
del microorganismo no se hace tan dificil cuando se trabaja con muestras polimicroblanas ya que
existen reportes en 1a literatura de un niimero amplio de medios selectivos para el aislamiento de

Listeria monocytogenes (3).

8. TRATAMIENTO DE MUESTRAS POLIMICROBIANAS
8.1 Influencia de la temperatura
El tratamiento previo de Iawmuéstra. requiere del uso de un cal‘d‘o enﬂqugc(do y. guéédar la - ;
muestra a 4°C por tres dias minimo, éon el objeto de que las baclerlés'qué pué&iérar'f fniérfeﬁg>
con el microorganismo q\.le se esta estudiando no se desarrollen a esta temvperatura& sigilyo»sev f-
desarrolie Listeria manacylogénes utilizando su capacidad de sobrevivencia bajo»&:ondiclérfés de:
bajas temperaturas. Una vez realizado éste tratamiento, se proseguira a inocular Ié ’mUQstraien 'evl

medio que se haya seleccionado para el trabajo de aislamiento del microorganismo (40). "
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Para el alslamlento de Listeria monocyfogenes de muestras pohrmcroblanas, se han
reahzado ‘diferentes estudios acerca de Ios medios de cultivo que se pueden utilizar para el
aislamiento y crecimiento de éste microorganismo (2).

Los estudios que puntualizan la importarcia de utilizar medios de cultivo especificos para
el aislamiento de Listeria monocytogenes se iniciaron hace 30 o 40 afios. Gray y colaboradores
(1984), reportaron el aislamiento de Listeria monocytogenes en cinco casos de listeriosis bovina,
donde se utilizé suspensiones de cerebro en caldo triptosa a 4°C por 3 6 12 semanas para
después sembrarlo en un medio de agar triptosa. Este fue el primer reporte del crecimiento de
Listeria monocytogenes a temperaturas bajas el cual se utiliza hoy en dia como base para el

aislamiento de /isteria a partir de muestras polimicrobianas (22).

9. EPIDEMIOCLOGIA

En 1972 Bojsen-Moller, describid la listeriosis humané “como, tina Infeccion de la mujerl»

embarazada y del recién nacido y como una lnfecclén o’ personas . de edad avanzada e"

),

inmunocomprometidas. Caracterizandose en estas si

meningoencefalitis (12).

mismos serova Infectan tanto a anlmales como a Ios humanos {lo que perrmte conclulr que la

Infecclén por Lislena puede producwse a pamr de reservonos ahlmales) la transmisién de la
madre al feto slempre os directa (12).

Se han documentado mas de 10,000 casos en el mundo de infeccién listérica en
»humanos En la actualidad la mortalidad y morbilidad han sido pobremente definidas alin en

" Norteamérica y Europa, debido a que la infeccion por Listeria no es una enfermedad de
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notificacion obligatoria (27). En nuestro pais existen muy pocas publicaciones del aislamiento de
Listenia monocytog.enas (casl todas realizadas en la ciudad de México, con excepcidn de un
trabajo efectuado en Puebla) (13). El primer aislamiento fue realizado por Gardida en 1860,
Giono y Pérez Miravete en 1963 efectuaron un estudio completo péra establecer la importancia
de la infeccion perinatal listérica en una matemidad, logrando describir los cuatro primeros casos
en recién nacidos de un grupo seleccionado de niflos, a los que se les practicéd un hemocultive y
cuyas madres presentaban amnioitis. En el mismo trabajo, de 2121 muestras de exudados
vaginales estudiades, sélo se logré un aislamiento (que correspondié a una mujer con aborto
repetido) (13,35,39). Una encuesta seroldgica por aglutinacién en el mismo grupo de mujeres,
usando antigeno somaético y flagelar tipo 1 y 4b, reveld a presencia de anticuerpos en el 16.6%
de embarazadas y en el 7.9% de no embarazadas (13,14).
La verdadera frecuencia de la listeriosis en México es dificil de conocer, quiza porque es

una enfermedad de poca frecuencia que habitualmente escapa a diagnostico microbioldgico.

~ Enla patogénesis de las infecciones perinatales por Listeria se ha encontrado que el feto
puede ser infectado via transplacentaria a través de la ventana umbllical produciendo septicemia;
éste es el Unico ejemplo en infecciones por Listeria en que se ha probado la transmisién de
humaneo a humano. La infeccién también puede ser adquinda durante el parto por contacto con
secreciones infectantes (1,13).

Si la infeccién ocurre en las primeras etapas del embarazo puede condicionar aborto,
cuando la infeccién es producida antes del parto, Listeria se disemina a partir de ia placenta
afectando muitiples 6rganos del feto en los que origina focos granulomatosos; a ésta infeccion
perinatal listérica se le conoce como "granuloma infantiséptico” o sépsis granulomatosa del recién
nacido (15). También pueden provocar amnioitis, y en estos casos el liquido amnidtico susle ser
de color obscuro o turbio, sin mal oler; en la placenta, cuando se observa cuidadosamente hay
pequeiios focos necrdticos, La madre puede permanecer asintomdtica y durante los primeros

dias posparto s posible aislar Listeria de vagina, cuelio de (tero, orina y loquios (1,5,27)
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10. APARATO GENITAL FEMENINO

10.1 Fusmlogla y anatomia de la vagina

La vagina es un tubo fibromuscular de 7.5 a 10 cm. de Iongltud anteno‘ a| rec!o y el canal *

anal, y posterior a la vejiga y la uretra, Para su estudio, el aparato gemtal !erlemno se dlvide en

dos’ gmpos de organos: (32)

" A) Organos Externos:
’ - Vulva

- Vestibulo vaginal
- Monte de venus o pubis
- Labios mayores y menores
- Clitoris
- Glandulas vestibulares
- Orificio uretral
- Himen (en las mujeres virgenes)
- Orificio vaginal
- Pefineo

B) Organos internos:
- Vagina
- Utero
- Trompas uterinas
- Ovarios

10.2 Flora normal ) .
Las éreas que normalmanle albergan mlcroorgamsmos 5on los gen

antenor y vaglna La ﬂora de los genltales extemos’ comprende Ios siguient

alds exté os, uretra ..’

es

mlcroorganismos'

Slaphylococcus ’ epldermrd/s, Estreptococos  del grupo

Peptoestreplococos, Corinebacterias, Micobacterias, distintos . mleﬁ{b

Enterobaéleriaceaé, Bacteroides spp., Fusobactenum spp., Micopiasnias,

otras levaduras (2).
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Enlos 6rganoé internos como son el Utero, trompas uterina§ y endocervix en un sentido
eétriclo no présenfan ningun tipo de flora mlcroblané. esﬁde‘clr, todos los 6rganos intemoas de la
reproduccion son estériles (34). '

La superficie vaginal se mantiene himeda gracias a la secrecién de las glandulas
cervicales y en grado menor a la trasudacién en su propia superficie {(11).

El epitelio vaginal sufre descamacion constante por lo que el fluido vaginal puede
contener porciones de epitelio cevical, uterino, vulvar, folicular, fluido peritoneal, células
epiteliales de exfoliacidn , bacterias y productos bacterianos. Ocasionalmente semen,
anticonceptivos, y productos de higiene (26).

Las caracteristicas de un flujo vaginal normal son: color blanco, viscoso, con floculaciones,
no se adhiere a la pared vaginal y resbaladizo (33).

El microorganismo predominante en |a flora vaginal de mujeres sanas en edad fértil es un
lactobacilo acidéfilo fermentader de glucageno (Lactobacillus acidophyfius), comunmente llamado
Bacilo de Doderfein. Descublerto en 1887 por Goenner, y ampliamente estudiado por Doderlein
en 1892, Este bacilo, es un indicador de la acidez vaginal ademas de que su presencia denota
una buena actividad estrogénica (32).

En la actualidad con los adelantos en los laboratorios de microbiologia clinica, se ha visto
que la flora vaginal es mas compleja y que a pesar det control ejercido por el Lactobacillus,
muchos otros microorganismos pueden ser cuitivados de muestras vaginales de mujeres sin
sintomatologia o sanas como son: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus  viridans, Streptococcus del grupo B, Neisseria spp no patbgenas,
Corynebacterium spp, algunos actinomicetos, miembros de la familia Enterobacteriaceae,

Acinetabacter spp, Chlamydia spp, Gardnerella vaginalis, ocasionalmente Clostridium spp, y

otros bacilos anaerobios, Micoplasmas, Candida albicans y otras levaduras, Trichomona

vaginalis, Moraxella spp, difteroides y bacteroides (2).



Los hallazgos microscopicos y microbioldgicos del exudado, ademas de la acidez vaginal
son de gran valor predictivo para el médico sobre el riesgo potencial de algunas pacientes a
desarrollar una infeccién postquirirgica ya sea por cesérea, salpingoclasia, Histerectomia, parto o
por la posible instalacion del dispositivo intrauterino, Ademas durante el parto el riesgo potencial

de infeccion al neonato es de considerable importancia por lo cual debe tomarse en cuenta (11).

11. TRATAMIENTO Y CONTROL DE LISTERIOSIS

Entre los agentes antimicrobiancs activos contra la Listeria monocytogenes “in vitro" se
incluyen: penicilina G, ampicilina, eritromicina, sulfametoxasol y trimetoprim, cloramfenicol,
rifampicina, tetraciclina, aminoglucésidos, gentamicina y tobramicina que tiene mayor actividad
encontra de Llisteria. Se ha demostrado que la combinacién de gentamicina-ampicilina en

estudios de laboratorio es recomendable como tratamiento de eleccién de la listeriosis (25).



1il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado que a Listeria monocytogenes se le conoce como un patégeno asociado con
problemas de aborto repetitivo (13,14) y debido a que en México no se conoce la frecuencia de
este microorganismo, ni se le ha dado la importancia que merece, debido a que es un patégeno
de poca frecuencia, que habitualmente escapa al diagndstico microbioldgico de rutina en un
exudado cervico-vaginal. :

En el Hospital de Ginecobstetricia No. 3 del Centro Médico la Raza del Instituto Mexicano
del Seguro Social, ubicado en México Distrito Federal. Se realizé un estudio experimental con el
fin de establecer la frecuencia de Listeria monocytogenes a partir de exudados cervico-vaginales,
provenientes de una poblacién abierta de mujeres que acudieron a consuita extena en este
hospital.

Para lograr el estudio se implementara un medio de cultivo altamente‘selec(ivo en el
aislamiento del microorganismo y una vez aislado, se realizara su identificacién.

€1 trabajo concluira con la utilizacién de una prueba estadistica que determine |a relacién

ignificativa que tenga Listerla monocytogenes con la presencia de aborto repetitivo.

.
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IV OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia de Listeria monocytogenes a partir de equados cerv.lco-‘
vaginales en una poblacién abierta de mujeres que acuden a consulta extema en el H.G‘.O-S, del -
CMR. del LM.S.S. ’ o

OBJETIVOS PARTICULARES

lmplemenlar un medxo de cuitivo selectivo, para el alslamxento de

a partlr de muestras de exudados cervico-vaginales.

identificar_a Listeria_monocytogenes mediante . pruebas: bloguimicas  especificas  para

Catalasa, Motiidad, p-hemalisis, H2S, NO3* Y. CAMP).

D term nar madlante una prueba estadistlca sl L:stena mon yt 'ene

slgnlf catlvo con"Ia presenma de aborto repetitivo. -
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V MATERIAL

-incubadora bacteriolégica
-Microscopio con objetivo de inmersion
-Autoclave

-Refrigerador

-Material usuatl en un laboratorio de bacteriolégia ,di_agnést}icia’, :

-Medio de transporte de Stuart
-Base para agar sangre . S g .
-Medio Acriflavina-Ceftazidima para el aislamiento vglve Lv(s:‘fen“a‘ mothy@genes @Media’A-C) :
-Medio MIO ‘ i e s
-Base de agar Listeria Brucella

-Aceite mineral

-Cristal violeta

-Lugol

-Zafranina

-Alcohol-acetona

-Peroxido de hidrogeno

-Agua estéril

-Agua destilada

-Acriflavina (1.5%)

-Ceftazidima (5%)

-Extracto de tevadura
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-Muestras de exudados cervico vaginales de pacientes femeninas que actidieron a consulta’

extema en el H.G.0-3 del C.M.R. del LM.S.8.

-Cepa de Listeria monocytogenes (donacion de la Dra. Sil\)ia Glono de Ié‘EsEhelé' Néblohal de'v :

Ciencias Biologicas).
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VI METODOLOGIA

1.MEDIO DE CULTIVO.

En muestras polimicrobianas, como son los exudados cervico-vaginales el aislamiento de
Listeria necesita un medio de cultivo altamente selectivo que inhiba el crecimiento de organismos
g(+) y g(-) que habitan como flora normat en la vagina, por lo que se implementé un medio de
cultivo selectivo denominado Medio Acriflavina-Ceftazidima (Medio A-C) para el alslamiento de -
Listeria monocytogenes.

EI medio de cultive utilizado se prepard inicialmente segtn la formuta det manual “Isolation
and Indentification of Listeria monocytogenes" (19).

El Agar Columbia se substituyd por el Agar Listeria-Brucella utilizando las cantidades
indicadas de cada componente. Posterior al sembrado e incubacion de la cepa de Listeria no se
observo crecimiento colonial por lo que se inicié la tarea de realizar diluciones de Acriflavina y
Ceftazidima hasta lograr el medio 6ptimo que permitiera el crecimiento de las colonias de Listeria

y se agreg6 un complemento nutritivo que fue el extracto de levadura.

1.1Estandarizacion.

La estandarizacion del medio se realizé6 modificando la cantidad de - Aciiflavina y
Ceftazidima como lo muestra el cuadro 2. X

En el cuadro 2 podemos observar que la concentracion 6ptima de Acriflavina es de 2.5
mg/ml y Ceftazidima de 12.5 mg/ml, se procedié a preparar 1000 ml del medio de cultivo siendo

las cantidades de los componentes las siguientes:
Agar Listeria-Brucella
Extracto de levadura
Acriflavina [2.5mg/mi)
Ceftazidima [12.5mg/mt)
Agua destilada
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CUADR02 Estandarizacién . del : medlo de cumvo a las - e v‘ fones “de _ Acriflavina y oo
Ceﬂazldlma X AT TRty ST

No hay creclmlento :
: No hay crecmento

2 Smp/ml : - Creclmlento de L. mon

2mglml ' Crecimlenlo de Linsi.

y otros mlcrorganlsmos -

B= Volumen de Acr fi avlna enmi,*

£

" F= Extracto deblav dura

Agar Llslerla rucall‘ en gramos

gramos -

: >
‘H= Obsarvaelén dei crecumlento de”
colonlas de L. monocytogenes,
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1.2 Procedimiento.
£n 1000 mi de agua destilada pH=7
Disolver 41g de Agar Listeria-Brucella y 56g de Extracto de Levadura
Dejar hidratar por 5min agitando lentamente
Calentar por 1min a punto de ebullicion
Esterilizar en autoclave (121f’C. 151b)
;qfriér a485C
Incorporar con movlmlentos glratonos al medio
25 ml de Acnflavlna
2.5 ml de Ceftazidima
Madit‘: sl.élltdo amarillo pélido -

procedlmlento anterior se obtiene un medlo épnmo para el crec:mlento,

Llevando acahb

de fas colonlas de‘Llslena'en 24 hrs a 37° C presentadose colonlas de forma puntlforme color .-

blanco y conslstencia suave
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2. EXUDADOS GERVICO-VAGINALES

2.1 Coleccién y tratamiento de muestras.

1) Se recolectaron 1200 muestras de mujeres que acudieron a consulta extema en el
HGO-3 del C.M.R. Las muestras de exudados cervico vaginales fueron enviadas al laboratorio de
bacteriologia en medio de transporte Stuart y se refrigeraron a 4° C. por 24 hrs..

2) Se sembraron las muestras en el medio A-C incubandolas a 37°C por 24 horas,

3) Al cabo de las 24 horas si no se observaba crecimiento colonial, se procedio a refrigerar

las muestras a 4°C por un lapso de veinte dias (con una revisién por periédos de tres dias).

3. IDENTIFICACION.
3.1 Morfologia colonial, .
1) Las colonias de Listeria monocytogenes en el medio A-C se observan de color blanco,'de -
consistencia suave y de forma puntiforme semejantes al rocio. ‘ ] A
2) A partir de las colonias presentes en el medio A-C se proced}é é_realizar una tlnciéﬁ de - -
Gram, observando pequerios coco bacilos Gram (+), generaimente disp eétos en ‘fpmg de

empalizadas.

3.2 Bioquimica.
Para identificar bioquimicamente a la L:sfen
pruebas:

- Prueba de catalasa
- Observacion de beta-hemolisis en gelosa
- Prueba de motilidad en gota suspendlda a2s5y 37°C
- Prueba de miotilidad en medio MIO a 25 y 37“
- Reduccién de Nitratos
- Produccion de H2S

- Prueba de CAMP, utilizando cepa de Staphylococcus aureus.

zaron las siguientes -
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U PUNTIFORMES

g DESARROLLO DE COLONIAS BLANCAS

"33DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

Toma de muestra.

Medio de Transporte de Stuart.

J
Refrigeracion a 4° C durante 24 horas.

Cultivo en medio A-C por 24 horas a 37° C

SIN DESARROLLO COLONIAL
Refrigerar a 4° C por 2‘0'd.ias

Revision cada tercerdia -~ -

Desarrollo de colonias blancas puntiformes

‘D EN ~T“|,i-'~l CACION

‘Tnc:on de Gram ¥ Prueba de Caﬁalasa Moulldad en gota Motlhdad en med»o * p hemdlisis i

Reduccinde - - H2S . CAMP
‘.:enAgarsangre’ . Nitratos : '

supendlda a 25 y MIO a25y37r°C
3rec



4. METODO ESTADISTICO.

4.1 Estadistica no paramétrica y prueba de Wilcoxon.

Existe una gran cantidad de experimentos en los que las observaciones no admiten se
opere aritmeticamente sobre ellas, debido a que la escala de medicién es muy débil. Cuando la
escala de medicién es débil, o cuando no es razonable suponer que la muestra proviene de una
distribucién normal es conveniente utilizar los métodos no paramétricos.

Dentro de los métodos estadisticos no paramétricos encontramos que la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon es una prueba estadistica que se ajusta a las caracteristicas del estudio
realizado y podemos determinar estadisticamente con esta prueba el efecto significativo que
tiene Listeria monocytogenes sobre el aborto repetitivo.

Se hace incapié que en la prueba de Wilcoxon se descartaran todos los valores de la
variable xi que sean iguales a cero, es por ello que de los 275 datos recopilados unicamente
trabajamos con 113 debido a que corresponden a pacientes que presentaron casos de aborto.

La prueba de Wilcoxon requiere de datos que son los siguientes.

1) Nimero de observaciones = n
2) Un par de observaciones = yi, xi
3) Diferencia de las dos variables = Di= yi - xi
4) Valores absolutos de cada diferencia = | D{ |
§) Determinar rangos a las diferencias = Rango
8) Rango = Ri (Ri=Rango si yi - xi es un valor positivo}
En el anexo 1 se pueden observar &l valores que adquléren éagié‘uno dg Io; d_atos'

anteriores segun {a prueba de Wilcoxon.
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VIIRESULTADOS

1. MEDIO DE CULTIVO OPTIMO
En el presente estudio el medio de cultivo optimo para el alslamxento de Llstena
monocytogenes es el medio Acriflavina-Ceftazidima con la siguiente com‘posnclén. :
Agar Listeria-Brucella
Extracto de levadura
Acriftavina [2.5mg/mi)
Ceftazidima {12.5mg/m!]
Agua destilada

Este medio de cuitivo es de color amarillo claro, altamente ;élaaﬁ@ e_nj donde las '(.:olbhlas .

de Listeria  monocytogenes crecen de color blanguecino da’ 'nélvsté‘n{;ia‘ sbéve, puntlfo'r;mes. :
semejantes a las gotas de! rocio. . ) o ) ‘
De las 1200 muestras trabajadas se logré un solo aislamiento del microorganismo el ;:ual

se identificd positivamente como Listeria monocytogenes segun las siguientes pruebas:

Morfologia = cocabacilo Catalasa = (+) Indol =(-)
Gram =(+) Oxidasa =(-) H§ =)
Motilidad = (» a25°C) Red. NO3=(-) Urea = ()
Coagulasa = (-) Arginina =.(o) VP =@

CAMP  =(4) CHO's - =(»)

2. FRECUENCIA DE Listeria monocytogenes. -

La frecuencia de este mlcroorganlsmo en las 1200 mueslras eslud:adas corresponde a’

un 0.08 % y en las 113 mueslras de paqenles con caso de abono conf'rmado meduanle los datos'

verificados en los archivos del H.G.0.-3 del C.M. R del I, M S S corresponde auno 88 Y.
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3. ANALISIS ESTADISTICO. DE LA RELACION DE Listeria monocytogenes CON . LA
PHESENCIA DE ABOHTO REPETITlVO

3.1 Hlpétesls y regla de decision.

Ho: tisteria monogytogenes tiene un efecto significativo en la presencia de aborto
repetitivo.

Ha: Listerda monocytogenes no tiene un etecto significativo en la presencia de aborto
repetitivo.

Regla de decisién : Rechazo Ho si Tc > Toa(n)

3.2 Andlisis estadistico.

Para el célculo de Te se utiliza la ecuacion siguiente:

. -Ecuacién-1

Donde g
: T=2 RI

Calculo de T

Tii= Q+7]+12+ +gg_'1956
24 o
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Tii=94 + 95 + 96 +,,,+ 107 = 1407
14 . :

T=24154.1958 L3274 11154113 =6441 .

Una vez célbulada T se proceds al cdlculo de Te e'mpll'e'andoilé Ecuacién 1.

oaa1 - 13(1134‘1) :

Te= T T3] 11a+1) o 113) +1) Tz

De las tablas se ob(lene qua Tm {03y =1.65,.por.lo cjue :se concluye.qUa' Te >:Te ‘y‘
entonces se rechaza Ho, es decir- Llsfeﬂa mnnocylagsne.s no. tlene un efacto slgmﬂcatlvo enla -
presencla de abono repemivo o5 . . ;

a2,



Vil DISCUSION

' El aislamiento de Listeria monocytogenes a patir de muestras estériles no presenta mayor
problema, ya que puede realizarse en medios de uso general dentro del laboratorio, pero
podemos aislar a Listena monocytogenes a partir de muestras polimicrobianas como en el caso
de exudados cervico-vaginales, en donde se deben emplear medios de cultivo selectivos con
antibidticos para inhibir el crecimiento de otros organismos (2).

Durante mas de cinco afnos se probaron medios de cultivo selectivos para el crecimiento
de Listeria a partir de muestra polimicrobianas (3). Uno de los primeros estudios donde se hace
mencién del uso de Acriflavina combinada con el acido nalidixico en agar para realizar un
aislamiento de Listeria monocylogenes fue en el reporte realizado por Ralovich y Hofer, quienes
encontraron que la combinacién de Acriflavina con acido nalidixico en un caldo triptosa era
excelente medio para el aislamiento de Listeria en heces de bovinos. La Acriflavina también se
utilizd en combinacion con otras substancias como la esculina, citrato férrico, sulfato de polimixina
B, entre otras (20).

En los afios de 1984 a 1988, se escribieron aproximadamente 11 publicaciones en donde
describieron agares y caldos selectivos para el aislamiento de listeria.

En 1988 Bannerman y Bille con su articulo A new medium for isolating Listeria spp. from
heavily contamined material*, hacen referencia al uso de la combinacién de Ceftazidima con la
Acriflavina utilizando una base de agar Columbia y lo refieren como un medio altamente selectivo
para el aislamiento de este microorganismo (23,24).

Si el medio probado por Bannesman y Bille resultd favorable para el crecimiento de
Listeria monocytogenes, nos dimos a la tarea de probar este medio para el crecimiento del

microorganismo.
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Posteriormente a varios ensayos, el medio 6ptimo para e! aistamiento y crecimiento de

Listeria fue en donde'sé utilizé:

Agar Listeria-Brucella  .......... 419

Extracto de levadura

Acriflavina [2.5mg/mi}
Ceftazidima [12.5mg/ml] .......... 25ml
Agua destilada = ... 1000 mi

Los resultados obtenidos con este medio fueron éptimos ya que el medio resulto selecﬁvo :
para e! desarrollo y aislamiento de Listeria monocytoges observando a las colonias de Listeria de
forma puntifoﬁne, de color blanquecino semejantes a las gotas del rocio, logrando inhibir la
presencia de otros microorganismos gram (+) y gram (-) existentes en la flora cervico-vagina! y
que podrian interferir con el desamollo de Listeria.

Una vez que se tuvo el medio de cultivo apropiado para el aislamiento de Listeria
monocytogenes, se inicid la busqueda de la frecuenclia del microorganismo en los exudados
cervico-vaginales, en donde al finalizar el estudio encontramos que Listeria monocytogenes
estuvo presente en un 0.08 % de los 1200 casos estudiados en el H.G.0.-3 del CM.R. En la
literatura han sido reportados datos de frecuencia de Listeria monocytogenes en donde
observamos que nuestro dato se encuentra dentro de los porcentajes reportades, como en el
caso del estudio en la ciudad de los Angeles en 1986, donde se estimo la presencia de Listeria
monocytogenes en un 0.043 %. En oftras dreas de los Estados Unidos de Norteamerica, se
reportd una frecuencia de un 0.068 a 0.27 % de frecuencia del microorganismo (14).

En el estudio realizado por la Dra. Silvia Gidno y Pérez Miravete, reportaron un solo
aislamiento de! microorganismo en 2121 muestras de exudados cervico-vaginales, lo que

corraspondié a una sola mujer con antecedentes de aborto repetitivo (13).
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€l reporte anterior, respalda el resuitado de nuestro trabajo en donde de un estudio de
1200 muestras de exudados cervico-vaginales encontramos un solo caso positivo de aislamiento,
siendo también de una paciente con aborto repetitivo, de 24 afios de edad, con 5 gesta, ninguna
para, 4 abortos hasta la fecha det diagnostico y con 23 semanas de gestacion. Posteriormente en
el archivo del Hospital se pudo confirmar que fa Uitima gesta, habia finalizado en aborto donde el
producto presentd un cordén umbilical muy delgado verde, liquido sanguinolento, no fétido y
placenta friable.

El reporte de Gidno y Pérez Miravete, nos llevo a presumir que probablemente Listeria
monocytogenes tenia una asociacion con la presencia de aborto repetitivo; por lo que de fas 1200
pacientes estudiadas se pudieron obtener en los archivos del hospital 276 datos acerca del
namero de abortos que habian presentado, en donde 113 de estos datos correspondieron a
pacientes con problemas de aborto y fueran los que se consideraron en el andlisis estadistico.

Utilizando la prueba estadistica de Wilcoxon se puede decir que Listeria monocytogenes
no tiene un efecto significativo con la presencia de aborto repetitivo.

Dentro de Ia iiteratura no se tiene mas informacion en donde se relacione la presencia de

Listeria monocytogenes con el aborto repetitivo con excepcién del estudio de la Dra, Giéno (13).
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IX CONCLUSIONES

En el Hospital de Ginecobstetricia No. 3 del Centro Médico la' Raza, dentro del penédo

que comprendié del 13 de febrero al 12 de agosto de 1991, la fracuencm encontrada | e Llsfena =

monacylogenes en 1200 muestras de exudados cervico-vaginales corres nde a un ) OB o o

mlc{qbrgaﬁléﬁ)oé 9 (+) yg () presentes'er‘\‘ la fléfa

La |denlmcac|6n de Listeria monocytogenes correspon

; agrupado

generalmente en forma de empalizada, con motilidad posxtlva a 25 Cy. negallva

gota suspendlda y en medio MIO, catalasa (+), oxidasa’ ( ), NOS ( ), indol () H2S (-} oagulasa : S
(-), urea (-}, arginina (+), VP (+) y CAMP (+). B

Utilizando la prueba estadistica no paramétrica de Wllcoxon, podemos COnC|uII’ con'un’
95% de confianza que no existe un efecto slgmﬂcatwo que’ relacnone Ia presencua de aborto

repetitivo con Listeria monacytogenes.
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ANEXO 1. Valores de los datos é;(peﬂmenlales ullli;ando la prueba de rangos con signos de Wilcoxon.

CASOS ~ ABORTOS . xi D RANGO Di Ri
Lo ‘

9 ‘401 35 35
2 T 35 35
3 4 4 109 109

4 1 1 35 35
LB 1 1 35 35

6 -2 2 81.5 81.5
7 1 1 35 as

8 1 1 36 35
L9 1 1 35 35
10; 1 1 35 3§

1 1 35 35
1 1 35 35
2 2 81.5 815
1 1 35 35
3 3 100.5 100.5
1 1 35 35
4 4 109 109
s s 11.5 115
1 1 35 36
3 3 1005 . 1005
T2 2 81.5 81.6
1 1 35 35
1 1 35 35
AR 1 38 35
3 3 100.5 100.5
3 3 100.5 100.5
1 1 35 35
3 3 100.5 100.5
2 2 8.5 81.5
i 1 38 35
2 2 81.5 81.5
1 1 35 35
3 3 100.5 100.5
L2 2 81.5 81.5
1.1 35 35
K 1 35 35
1 35 36
‘1 35 35
1 s 35
2 81.5 81.5
g 8.5 8.5
-2 81.5 81.5
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ANEXO 2. N de abotos f " ent13p
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i = casos con 1 aborto =69
ii = casos con 2 abortos = 24
jiii = casos con 3 abortos = 14
iv = casos con 4 abortos =3
v= casog con 5 abortos =2

vi = casos con 6 abortos = 1
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