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RESUMEN

Se estudio la distribucion y susceptibilidad de Neisseria gonorrhoeae a los antibioticos
B-lactamicos, tetraciclinas, cefalosporinas y quinolonas, en cepas aisladas de pacientes
con uretritis y/o cervicitis gonocdccicas que asistieron a consulta a los centros de salud
especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S).

En el Laboratorio de Referencia Nacional en Bacteriologia Clinica del Instituto
Nacional de Laboratorios de Salud (INLASA), donde se procesaron 40 cepas de
Neisseria gonorrhoeae, procedentes de los centros de salud de las ciudades de La Paz y
El Alto, para su identificacion y confirmacion bacterioldgica y la tipificacion de cepas
productoras de B-lactamasas (PPNG).

El método usado para el estudio de susceptibilidad antimicrobiana fue el de Difusion
con disco frente a penicilina, tetraciclina, ceftriaxona ciprofloxacina y espectinomicina.
La frecuencia de la resistencia in vitro de las cepas de Neisseria gonorrhoeae fue: a
penicilina 18 (45%) a tetraciclina 20 (50%), las cepas productoras de penicilinasa
(PPNG) encontradas en el presente estudio fue de 15 (37,5%) y las cepas resistentes a
tetraciclina mediada por plasmidos (TRNG) fue de 9 (22,5%). Los antimicrobianos a los
que presenta susceptibilidad son la ceftriaxona, ciprofloxacina y espectinomicina.

En el presente estudio se encontraron cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes in
Vitro a la penicilina y tetraciclina, y que ya no se recomienda sus uso para el tratamiento
de esta infeccion, los antimicrobianos que se deben utilizar para el tratamiento de

infecciones gonococcicas son la ceftriaxona, la ciprofloxacina y la espectinomicina.
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ABSTRACT

Forty strains of Neisseria gonorrhoeae were studied for frequency and susceptibility
test for PB-lactamase antibiotics, tetracycline, cephalosporins and quinolones, also
identification of B-lactamase producing strains (PPNG). The strains were isolated form
patients with urethritis and / or gonococcic cervicitis that attended to surveillance of

sexually transmitted infections (S.T.D) in the health centers of La Paz and EI Alto cities.

The study was run in the National Reference Laboratory for Clinical Microbiology at
the National Institute for Health Laboratories. The method used was disk diffusion test

and Nitrocefin disk, for - lactamase test.

The frequency for the resistance is: Penicillin 18 (45%), Tetracycline 20 (50%),
penicilinase producing strains (PPNG) 15 (37,5%). The strains resistant to Tetracycline
plasmid mediated (TRNG) 10 (25%). The 100% of the studied strains are susceptible to

Ceftriaxone, Ciprofloxacin and Spectinomicin.

The results show that Neisseria gonorrhoeae is still susceptible to Ceftriaxone,

Ciprofloxacin and Spectinomicin.
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1. INTRODUCCION

En el presente estudio se quiere advertir como esta la resistencia en nuestro medio para
asi poder buscar otras alternativas de tratamiento para la gonorrea, ya que esta bacteria
tiene una gran capacidad de adquirir plasmidos de resistencia a varios antimicrobianos.
Para realizar este estudio se recolectara muestras de pacientes que asistan a centros de
salud especializados en la vigilancia de infecciones de transmision sexual, y que
presenten signos y sintomas de gonorrea. La toma de muestras serd realizada por
especialistas de cada Centro de Salud, las muestras que se tomaran son de uretra, cervix
y recto para sembrarlas en medios especificos para la Bacteria en estudio en este caso
Neisseria gonorrhoeae, y asi poder identificarla para luego realizar el antibiograma por
el método de difusion con disco Bauer Kirby.

Este estudio se realizara en dos Centros de Salud, el Centro Piloto de la ciudad de La
Paz, y el Centro de Referencia Ambulatorio (CRA) de la ciudad de El Alto, los cuales
recolectaran las muestras para luego remitirlas al Instituto Nacional de Laboratorios de
Salud (INLASA), y derivadas al Laboratorio Nacional de Referencia en bacteriologia
Clinica (LNRBC), para su procesamiento. El periodo en el que se llevara a cabo este

estudio es de mayo de 2007 a abril de 2008 en el departamento de la ciudad de La Paz.

Las enfermedades de transmision sexual (ITS), constituyen un problema de salud
colectiva, debido, a su alta morbilidad. Estas pueden ser causadas por bacterias, virus,
protozoarios, clamidias y hongos. Entre las afecciones bacterianas, las causadas por
Neisseria gonorrhoeae son muy difundidas en todos los estratos, con mayor incidencia
en los de bajo nivel socio econémico.'

Padecimiento que afecta anualmente a 38 millones de personas en América Latina y el
Caribe, cifra que lo coloca de acuerdo con su frecuencia como la segunda enfermedad
de transmisién sexual entre las de origen bacteriano'. Por ejemplo, las clinicas
especializadas reportan indices anuales de 327 casos de gonorrea/100,000 varones y de

229 caso0s/100,000 mujeres y, durante toda la década pasada, ocurrieron numerosos

"La frecuencia de la gonorrea solo es superada por la de la clamidiasis genital.
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casos de transmision endémica en Londres, Cleveland, Seattle, Sydney y Ontario, asi
como diversas epidemias en Grecia® y en los paises del sureste asiatico.”

El gonococo, altamente susceptible a los antimicrobianos en un comienzo, tiene una
gran capacidad de adaptacion a las condiciones adversas. En un medio en que los
antimicrobianos estén presentes puede inducir cambios multiples acumulativos en el
microorganismo, lo cual resulta en resistencia a estos agentes. Clinicamente, este
fenomeno se traduce en fracaso terapéutico.’

Para el diagnostico microbioldgico de este microorganismo se puede realizar en dos
etapas, presuntiva y confirmatoria; la identificacion presuntiva se hace en base a la
Tincién de Gram, aspecto de la colonia y prueba de la oxidasa, los resultados
negativos en mujeres y en hombres asintomaticos se deben confirmar mediante cultivo;
la identificacién confirmatoria se basa en pruebas bioquimicas y serologia.’

Los mecanismos de transmision se da por contacto persona — persona a través del
contacto sexual o en el periodo perinatal.

La enfermedad incide principalmente en las personas de 15 a 24 afos, sin embargo, es
una estimacion demasiado baja de la verdadera incidencia de la enfermedad, afectando a
cualquier edad, incluidas las nifias prepuberes sometidas a abuso sexual, en quienes se
manifiesta como una vulvo vaginitis (Centers for Disease Control and Prevention,
1998).%¢

La gonorrea al igual que otras infecciones de transmision sexual (ITS), es un problema
de salud publica, se agrava atin mas con la aparicion de cepas de Neisseria gonorrhoeae
productoras de [B-lactamasas que le confiere resistencia a la penicilina y otros f-
lactdmicos. En otros paises se han reportado un incremento progresivo de la resistencia
frente a las quinolonas, macroélidos, y otros antimicrobianos que se recomiendan para el
tratamiento de la gonorrea.’ Los compuestos antimicrobianos utilizados en el tratamiento
de la gonorrea han visto comprometida su eficacia debido a la capacidad de Neisseria
gonorrhoeae de desarrollar mecanismos de resistencia.

Progresivamente, penicilinas, sulfamidas y tetraciclinas dejaron de ser la primera
eleccion en las infecciones por Neisseria gonorrhoeae, precisando el empleo de nuevos

antimicrobianos.®

? La mayor epidemia griega tuvo lugar en 1999.
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2. JUSTIFICACION

Las infecciones de transmision sexual (I.T.S), es un problema de salud publica, que se
agrava aun mas con la aparicion de cepas de Neisseria gonorrhoeae productoras de f3-
lactamasas que le confiere resistencia a la penicilina y otros B-lactdmicos. Asimismo, en
otros paises se han reportado un incremento progresivo de las resistencias frente a las
quinolonas, macrolidos y otros antimicrobianos que se recomendaban para el

tratamiento de la gonorrea.

En el mundo cientifico continuamente se vienen realizando un sin fin de estudios sobre
Neisseria gonorrhoeae en lo que refiere a nuevos métodos para el aislamiento,
identificacion, propiedades de resistencia y sensibilidad a los antibioticos, caracteristicas

inmunolodgicas y caracteristicas moleculares.

Una problemadtica que se avizora en el mundo y en nuestro medio es la resistencia a los
antimicrobianos, y proporcionar datos que permitan al médico profesional establecer
mediadas terapéuticas con mayor seguridad y certeza. Y dada la posibilidad de realizar

pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos por el método de difusion de disco.

Esta infeccion afecta a cualquier estrato social, raza, sexo, o grupo etario, con distinta
frecuencia. La informacion que se obtenga de esta investigacion nos servira para poder
conocer a que antibidticos son resistentes las cepas de Neisseria gonorrhoeae que se
obtendran de dos Centros de Salud especializados en la vigilancia en Infecciones de

Transmision Sexual (I.T.S).

Este trabajo de investigacion tiene como finalidad, la de proporcionar informacion
actualizada sobre el perfil de resistencia de Neisseria gonorrhoeae en nuestra ciudad,
puesto que este microorganismo puede adquirir resistencia a ciertos antibioticos como:

Penicilinas, cefalosporinas de 1ra generacion, tetraciclinas, fluoroquinolonas.
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Y al adquirir dicha resistencia disminuird las posibilidades de un tratamiento eficaz,
ademas la informacion obtenida también ayudara a observar que tipo de resistencia hay

en nuestra ciudad, y cual clon de Neisseria gonorrhoeae es mas frecuente.

Este estudio se ha realizado en la unidad de investigacion del Laboratorio Nacional de
Referencia en Bacteriologia Clinica (LNRBC) del Instituto Nacional de Laboratorios en
Salud INLASA “Néstor Morales Villazon”, gracias a la cooperacion del los
Laboratorios de Bacteriologia “Centro Piloto” La Paz y el Laboratorio del Centro de

Referencia Ambulatorio “CRA” El Alto
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Determinacion de la distribucion y susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Neisseria
gonorrhoeae procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de
Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril de 2008 en la ciudad de
La Paz y El Alto.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar la distribucion de pacientes segiin Centros de Salud especializados
en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S).

- Determinar la frecuencia de Neisseria gonorrhoeae segtin edad, genero, nivel de
formacidn académica, procedencia de la muestra y ocupacion.

- Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae frente
a los antibioticos: Penicilina, Tetraciclina, Ciprofloxacina, Ceftriaxona y
Espectinomicina, por el método de difusion con disco Bauer-Kirby.

- Estudiar el comportamiento de susceptibilidad en cepas de Neisseria
gonorrhoeae procedentes de dos Centros de Salud especializados en la
vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S), mediante el método de
difusion con disco Bauer-Kirby.

- Determinar los mecanismos de resistencia, mediados por cromosoma o
plasmidos en cepas de Neisseria gonorrhoeae procedentes de dos Centros de
Salud especializados en la vigilancia de infecciones de transmision sexual

(I.T.S), por el método de la cefalosporina cromogénica (Nitrocefin).
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4. DISENO TEORICO

4.1. MARCO TEORICO
La gonorrea es un padecimiento que en la actualidad sigue prevaleciendo en todo el
mundo, independientemente del grado de desarrollo socioecondmico de los diferentes

’ 9
paises.

Neisseria gonorrhoeae al igual que otras Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S), es
un problema en salud publica, se agrava aun mas con la aparicion de cepas productoras

de B-lactamasas que le confiere resistencia a la penicilina y a otros -lactamicos.

Asimismo, otros paises se han reportado un incremento progresivo en la resistencia
frente a las quinolonas, macrolidos y otros antibioticos que se recomiendan para el
tratamiento de la gonorrea. La cepa de N. gonorrhoeae productora de penicilinasa, fue
identificada por primera vez en el afo 1976, luego se disemin6 por todo el mundo; la
cepa de alta resistencia a la tetraciclina mediado por plasmidos fue reportada por
primera vez en 1985, también se disemind en todo el mundo.

La forma de transmision de esta enfermedad facilita una elevada frecuencia, asi como
una peculiar distribucion epidemioldgica y una alta incidencia; ademas, la existencia de

. , - , . . 1
formas asintomaticas dificulta su diagnostico y control."

La mayor parte de los casos de gonorrea es adquirida de manera casual siendo la
promiscuidad uno de los principales factores responsables de la propagacion de la
enfermedad; ademas, existe la tendencia general hacia el incremento de la incidencia en

las poblaciones de color y en las de bajo nivel socioeconémico.® " !!

Dentro de las medidas que se aplican para contribuir a la erradicacion o por lo menos al
control de la gonorrea, se encuentra en la aplicacion de un tratamiento 1til y eficaz que

sea capaz de eliminar a Neisseria gonorrhoeae.

Las recomendaciones terapéuticas para la enfermedad gonocdccica estan determinadas

por la edad, el sexo, el tipo de enfermedad clinica, la localizacion de la enfermedad y la
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prevalencia local de N. gonorrhoeae productora de penicilinasa (PPNG) y con

. . . 11,12
resistencia mediada por cromosomas (CMRNG).

En un estudio realizado en cuba se estudiaron 37 cepas de N. gonorrhoeae aisladas en
diferentes provincias de Cuba; en 34 cepas se realizo la determinacién de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a diferentes antimicrobianos (penicilina,
tetraciclina, espectinomicina, cefuroxima, ciprofloxacina, cefotaxima y ceftriaxona).
Donde el 65.63% de las cepas estudiadas resultaron resistentes a la penicilina y el
59.37% a la tetraciclina. Todas las cepas fueron sensibles a las cefalosporinas,
espectinomicina y la ciprofloxacina. Se encontraron 19 cepas PPNG (59.37%), 3

TRNG (9.38%) y una mostro resistencia cromosomal a la tetraciclina.'

Un segundo estudio realizado en Lima Peru en el periodo de 1998 a 1999 de un total de
130 cepas 49 en el afio de 1998 y 81 en 1999. La resistencia a la tetraciclina fue de 31 de
49 cepas en 1998 y en 51 de 81 cepas en 1999. Todas las cepas evaluadas resultaron
sensibles a la espectinomicina, ceftriaxona, cefotaxima, y ciprofloxacina.

En el Peru, por primera vez se reporta en 9 de 81 cepas aisladas de N. gonorrhoeae en el
afo 1999, que presenta susceptibilidad disminuida a la azitromicina, la CIM 90 para

este antimicrobiano fue de 0,25pg/mL.

El hecho de no detectar resistencia de las cepas de N. gonorrhoeae en el presente estudio
frente a la ceftriaxona, ciprofloxacina, y espectinomicina coincide con lo reportado en el

Caribe entre los afios 1994 y 1996."
Asimismo, estos autores como el presente, también encontraron susceptibilidad
disminuida a azitromicina, 16% en St. Vincent, y 72% en Guayana, donde nueve

aislamientos resultaron resistentes a la azitromicina.’

En Brasil un estudio de susceptibilidad en el afio 1998 demostré 23 aislamientos con

susceptibilidad disminuida a la azitromicina.
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En algunos Paises de Europa y Asia se han detectado cepas con susceptibilidad
disminuida y resistencia a las fluoroquinolonas."> En Hong Kong y Las Filipinas,
aproximadamente 10% de las cepas aisladas de N. gonorrhoeae son resistentes a las

- 15,7
quinolonas. ™

Un tercer estudio que se realizo en México, se utilizaron 41 cepas obtenidas de
diferentes fuentes: 20 aisladas de infecciones gonocodcicas diseminadas (IGD) donadas
por los centros para el control de enfermedades (CDC) de Atlanta, GA, EUA; 2
transformadas a seroresistentes donadas por el Baylor Collage of Medicine, Huston, TX,
EUA; 11 cepas consideradas como control de serotipificacion, donadas por SYVA Co.,
de Palo Alto, CA, EUA. 6 de las cepas fueron obtenidas como control de plasmidos
conjugativos y productores de B-lactamasa y 2 como referencia de resistencia a la
penicilina mediada por cromosoma, donadas en conjunto por las instituciones ya
mencionadas.

Para determinar la resistencia o susceptibilidad a quimioterapéuticos se determino por
ensayo de la (CIM) de los siguientes antibioticos: cloranfenicol (Cl), dicloxacilina (Dx),
espectinomicina (Sp), ampicilina (Am), cefazolina (Cfz), tetraciclina (Te), norfloxacina
(NY), ceftriaxona (Cf) y penicilina (Pe).

Se observo que el 100% de las cepas utilizadas, el 52.2 por ciento fue sensible a todos
los antibidticos, y el 48.8 por ciento presento resistencia. De estas ultimas, el 45 por
ciento fue resistente a un quimio- terapéutico y el 55 por ciento presento multiresistencia
(a dos o0 mas agentes).

De las 41 cepas probadas para este estudio se obtuvo que 5 cepas (12%) produjeran la

enzima B-lactamasa, de acuerdo a la interpretacion del método yodométrico.'®

Otro estudio realizado en Venezuela con el proposito de determinar los patrones de
susceptibilidad antimicrobiana y produccién de -lactamasas, se estudiaron 60 pacientes
procedentes del area de enfermedades de transmision sexual del Hospital Universitario
“Dr. Manuel Nufiez Tovar”, estado Monogas. Se aislaron 35 cepas (58,30%) de N.

gonorrhoeae, las cuales se agruparon de acuerdo a la susceptibilidad antimicrobiana y
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produccion de B-lactamasas, observandose una elevada tasa de resistencia a la penicilina

(94,29%) y a la tetraciclina (97,14%).

De las 33 cepas resistentes a la penicilina, 15 (45,45%) fueron no productoras de B-
lactamasa. La sensibilidad in vitro de Neisseria gonorrhoeae frente al cefepime,
cefoxcitina, y ceftriaxona fue de 97,14%, 94,29% y 80,50%, respectivamente. Con
relacion a la susceptibilidad a la ofloxacina, se encontrd que el 97,14% de las cepas de

N. gonorrhoeae mostraron sensibilidad a este antimicrobiano.'”

Un siguiente estudio realizado en Maracaibo estado de Zulia se determind la
susceptibilidad antimicrobiana de 80 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas de
secreciones uretrales obtenidas de pacientes masculinos atendidos en la consulta de
enfermedades de transmision sexual del Ambulatorio “Francisco Gomez Padron”, entre

junio del 1999 y abril de 2000.

La CIM para penicilina, ofloxacina, ciprofloxacina y azitromicina fue determinada por
el método de E-test. La susceptibilidad a ceftriaxona fue determinada a 70 cepas por el
método de dilucion en agar. Todas las cepas fueron procesadas por la produccion de
enzimas [f-lactamasas mediante el método de la cefalosporina cromogénica

(Nitrocefina).

Donde los resultados fueron que el 31.25% de las cepas fue resistente a penicilina y
todas fueron productoras de B-lactamasa, el 98.75% se mostrd sensible a ofloxacina y
ciprofloxacina; el 1.25% presento susceptibilidad intermedia a estos antibidticos. Para
azitromicina la sensibilidad fue del 97.5% y la resistencia de 2.5%. E1 100% de las cepas

fue sensible a ceftriaxona.'®

Arévalo y cols (Caracas) y Nader-Garcia y cols (México), reportan porcentajes de
resistencia similares, 30,5% y 26,8%, respectivamente. Este hallazgo coincide con lo
publicado por Maria del Pilar Pla en 1988, quien, en una investigacion realizada en la

Clinica El Avila de Caracas, informa la existencia de un 31,6% de cepas PPNG.

24



Posteriormente Arévalo y cols en dos estudios realizados en el hospital Universitario de
Caracas, notifican para 1991 y 1994, porcentajes de cepas PPNG de 30,2% y 28,5%,

respectivamente.

En contraste, Barboza y col reportan un 19% de cepas PPNG en un estudio realizado en
Maracaibo en 1996, lo cual indicaria que en un periodo relativamente corto (4 afos) se
ha incrementado en 12,25% la resistencia en su medio. Por su parte, Anzalone y cols, en
Montevideo, Uruguay, comunican una incidencia mayor de cepas PPNG la cual se

encuentra en el rango de 52-56%.'*

Un estudio realizado en Bolivia que se publico fue la bisqueda de cepas de Neisseria
gonorrhoeae productora de penicilinasa en el ano de 1977, habiéndose estudiado en esa
oportunidad 51 gonococos asilados en 256 meretrices (Santa Cruz) y que resultaron no

ser productoras de penicilinasa.'’

En nuestro Pais solo los casos notificados de gonorrea llegan a un total de enero a junio
de 1989, de 875; observandose en La Paz un total de 209.

El estudio que se realizo en 6 pacientes adultos de sexo masculino que concurrieron a
INLASA durante el mes de agosto de 1989, con signo y sintomatologia uretral fueron
remitidos por el servicio de Urologia del Hospital Universitario de Clinicas y por el
Centro de Salud “La Paz” N°I1. En este estudio la cepa de Neisseria gonorrhoeae fue
positiva a la prueba de la deteccion de penicilinasa, constituyéndose de esta manera en

el primer microorganismo de estas caracteristicas, aislado en la ciudad de La Paz."

Otro estudio realizado en nuestro Pais en relacion a un tratamiento para esta enfermedad
fue probar la Efectividad Terapéutica de la Ciprofloxacina en Mono dosis (VO) para la
cura Clinica y Bacterioldgica de la Uretritis Gonocdccica en Pacientes Varones lo cual
demostré un resultado muy exitoso el tratamiento con el antimicrobiano

Ciprofloxacina.”
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Se estudié una poblaciéon de 22 pacientes varones, entre 19 y 51 afios remitidos al

laboratorio con el diagnostico clinico de “Uretritis Gonococica”.

En la totalidad de ellos se corroboro el diagnostico mediante estudio microscopico y
cultivo en medio selectivo, El grupo etareo de mads alta incidencia en nimero de casos

fue el de 19 a 23 afios con 8 casos (36.4%) y el de 29 a 33 afios con 5 casos (22.7%).%

Las cepas productoras de P-lactamasa, observamos un alto porcentaje de cepas
productoras de penicilinasa, representadas en 17 casos (77.3%), y cepas no productoras

de esta enzima en 5 casos (22.7%).

Al analizar la sensibilidad antimicrobiana de las 22 cepas de Neisseria gonorrhoeae
obtenidas de muestras uretrales frente a 6 antibidticos rutinariamente utilizados en el
tratamiento de gonorrea se establecio in vitro que el 100% de estas eran sensibles a
Ciprofloxacina y Cefotaxima, 95% a Amikacina, 45% a tetraciclina y solamente 23% a

. eqe 20
Penicilina.

Un siguiente estudio realizado fue sobre las infecciones de Neisseria gonorrhoeae en
trabajadoras sexuales comerciales (TSC) de la ciudad de La Paz, Bolivia: Resistencia a

Antibiéticos y la produccion de p-Lactamasas.”’

Discos de Cefinase fueron utilizados para realizar las pruebas de B-lactamasa, y para la

susceptibilidad de antibioticos se utilizo la técnica de Bauer-Kirby.

De 272 pacientes tamizadas durante febrero-octubre 1992 se detecto Neisseria
gonorrhoeae en 28 (10.3%). Neisseria gonorrhoeae se detecto de las muestras
cervicales de 24 pacientes (8.8%), de muestras réctales, en 6 (2.2%), y de muestras
faringeas, en 2 (0.7%).”'

Se detecto una resistencia a la Penicilina en un 36.7% (11/30), a la Kanamicina en un
17.9% (5/28), a la Gentamicina en un 13.3% (4/30), y a la tetraciclina en un 13.3%
(4/30). Se detecto B-lactamasa en 13 (41.9%) de 31 cepas.
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De las 30 cepas con las cuales se realiza las pruebas de susceptibilidad, ninguna
demostro resistencia a la Ciprofloxacina y Ceftriaxona.

Demostrando asi que las TSC de La Paz, la prevalecia de Neisseria gonorrhoeae es alta
y la Penicilina no va a tratar en forma adecuada a una gran porcidon de pacientes

infectadas. 2!

4.2. MARCO REFERENCIAL
4.2.1. Antecedentes Historicos
La gonorrea, enfermedad causada por la bacteria Neisseria gonorrhoeae, esta
ampliamente distribuida en el mundo y se la reconocid desde tiempos biblicos.
GALENO (130 dC) acuio el termino gonorrea y cuya significacion griega: gonor
(“semilla”) y rrhoia (“flujo”) asumida como flujo de semen, fue clarificada en alguna
medida por MAIMONIDES (1135-1204 dC), quien sostuvo que no se trataba de
esperma sino, mas bien, de un flujo extraordinario, circunstancial, debido a un

microorganismo

Esta enfermedad fue descrita por primera vez, ya en tiempos modernos por el médico
aleman Albert Neisser, a quien llamo la atencion la presencia constante de una bacteria
particular con morfologia cocoide, en descargas purulentas de los pacientes infectados.
No so6lo lo encontr6 en descargas vaginales o uretrales, sino incluso en exudado

conjuntival, y a este microorganismo lo llamo Micrococcus gonorrhoeae.

El aislamiento in vitro de la bacteria se realizo por primera vez en 1882 y lo llevaron a
cabo Leistikow y Loeffler; en 1885 Bumm logro cultivos puros de este microorganismo
y pudo demostrar la relacion etiologica mediante la inoculacion en personas voluntarias.
En el mismo afio Trevisan empled el nombre definitivo de Neisseria gonorrhoeae para

- 22
esta bacteria.

Neisseria gonorrhoeae es un diplococo intracelular Gram negativo identificado por
primera vez por Albert Neisser a partir de exudados de pacientes con uretritis y oftalmia

1
neonatal.!”
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La gonorrea, causada por la bacteria Neisseria gonorrhoeae, es una infeccion venérea
endémica —La mas antigua y frecuente de todos los tiempos- que ataca a la gram
mayoria de las personas expuestas, aunque en ello la incidencia de mortalidad es
relativamente poco significativa. A pesar de ello, en la actualidad, esta enfermedad se
encuentra ubicada en el tercer lugar de incidencia a nivel mundial, con 62 millones de
casos anuales, detrds de la infeccion por tricomonas (175 millones) y de la

correspondiente a clamidias (92 millones).

Pero, la gonorrea solamente fue reconocida como enfermedad de transmision sexual
alrededor del siglo XIII, y no fue diferenciada de la sifilis sino hasta mediados del siglo

XIX.

La Neisseria gonorrhoeae, agente etiologico de la gonorrea, fue
observada por primera vez por Albert NEISSER en 1879, en
exudados purulentos uretrales y conjuntivales. Luego, el
aislamiento posterior del microorganismo, su inoculacion en

voluntarios humanos y su reaislamiento por parte de Bumm, en

1885, probaron la relacion causal entre el microorganismo y la

Figura 1 i
enfermedad.3’ 17 gu Albert Neisser.

Cinco afos después Hans Gram, bacteriologo danés facilita la identificacion del
gonococo a través de las tinciones que hoy conocemos como coloracion de Gram, y en
1885 Ernest Bumm aisla al microorganismo en un medio artificial.”>

Posteriormente, en 1959 Deacon y asociados introducen el test de anticuerpos
fluorescentes para la identificacion de esta especie y en 1964, Thayer y Martin
desarrollan un medio selectivo con antibiodticos, exclusivo para el crecimiento de N.
gonorrhoeae. **

Solamente durante el siglo XX, en Europa Occidental, es que se va logrando el
conocimiento fundamental sobre el microorganismo y la respuesta del huésped a la
infeccion que éste le genera. Fue asi que durante la década de los 80s de ese siglo se

logro un conocimiento mayor de la biologia molecular del gonococo y de la patologia de
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la gonorrea respecto a otras enfermedades infecciosas sexuales, y que también asolaron

a la poblacion mundial en siglos pasados.

Esta infeccion a sido dificil de controlar en la mayoria de las poblaciones y sigue siendo
un ejemplo principal de la influencia que pueden tener los factores sociales de
comportamiento y los demograficos (asociados a comportamientos indebidos) sobre la
epidemiologia de esta enfermedad infecciosa, a pesar de la disponibilidad actual de un

. .. . ) 25
tratamiento antimicrobiano efectivo.
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4.2.2. TAXONOMIA DE Neisseria gonorrhoeae

Taxonémicamente, Neisseria gonorrhoeae esta clasificada de la siguiente manera.*

Tabla 1. TAXONOMIA DE Neisseria gonorrhoeae

Division | Protofita

Clase B-proteobacteria
Orden Neisseriales

Familia Neisseriaceae
Genero Neisseria

Especie Neisseria gonorrhoeae

4.2.3. Especies del Genero Neisseria

Hasta el momento existen 11 especies y 6 subespecies pertenecientes al genero

Neisseria en los seres humanos.*®

Tabla 2 Caracteristicas de identificacion de especies de Neisseria.

ESPECIES

OXIDASA  CATALASA 30%

GLUCOSA LACTOSA MALTOSA SACAROSA FRUCTOSA  HABITATS

N. gonorrhoeae + + + - - Seres humanos
N. meningitidis + + + - + Seres humanos
N. lactamica + + + - + Seres humanos
N. cinerea + + - - - Seres humanos
N. polysaccharea + + B - + Seres humanos
N. sicca + + + - + Seres humanos
N. subflava

bv. subflava + + T - + Seres humanos

bv. flava + + + - + Seres humanos

bv. perflava + + + - + Seres humanos
N. mucosa + + + - + Seres humanos
N. flavescens + + - - - Seres humanos
N. kochii + + + - - Seres humanos
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N. elongata

SUbeSp. E|Ongata + + - - - - - Seres humanos
subesp. Glycolytica + + +4 - - - - Seres humanos
subesp. Nitroreducens + + -+ - - - - Seres humanos

T, . - T, N d T, . PO d N T,
+: reaccion positiva; -: reaccidon negativa; +: reaccidon positiva débil; -/+": negativa a reaccion

positiva débil.

“Elmer Koneman Diagnostico Microbiologico”

4.2.4. Neisseria gonorrhoeae
4.2.4.1. CARACTERISTICAS RELEVANTES DEL GONOCOCO
Neisseria gonorrhoeae es un diplococo gramnegativo, éste ha sido aislado solo en el
humano, transmitiéndose de persona a persona fundamentalmente por contacto sexual.
Este microorganismo sobrevive pobremente fuera de su ambiente natural en el hombre y
tiene requerimientos nutritivos y ambientales muy complejos. Su metabolismo es
aerobio y alcanza su crecimiento Optimo en 18 a 24 horas de incubacion en medios
enriquecidos con hemoglobina, proteinas y/o suplementos bien definidos que contienen
aminoacidos, azlicares y vitaminas, a una atmosfera de 5-10% de CO,, con temperaturas

entre 35 — 37°C y un pH entre 7.0 — 7.6.

Es muy sensible a los cambios de temperatura, pH y humedad, siendo inhibido también
por algunos componentes toxicos del medio como acidos grasos y sales. Para lograr su
aislamiento, a partir de especimenes con flora mixta, se adicionan al medio de cultivo

compuestos inhibidores de la misma.?’

El gonococo es un patéogeno efectivo, y como tal es capaz evadir las defensas del
huésped, asi persiste dentro de éste y se transmite e infecta a otros susceptibles; de esta
manera se perpetiia a si mismo pero sin llegar, en muchas ocasiones, a causar dafio
severo. Esta adaptacion y persistencia es la capacidad de producir escasa sintomatologia
o enfermedad, totalmente asintomatica especialmente en mujeres, donde puede persistir
y diseminarse sobre largos periodos. El huésped, al mismo tiempo que intente eliminar a

este patogeno a través de un sistema de co-evolucion “patégeno — huésped”, un proceso
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que involucra a ambos, la generacion de diversidad genética en el patdogeno y la

seleccion de la respuesta inmunologica al nivel molecular del huésped.

Una de las principales caracteristicas del gonococo es su alta variabilidad genotipica y
fenotipica, por el cual trata de evadir la respuesta inmune del huésped. La variabilidad
fenotipica ocurre por la expresion diferente en numerosos sitios del genoma bacteriano,
mientras que la heterogeneidad y comportamiento variable del genotipo son logrados
por la incorporacidon de nuevo material genético en dicho genoma. El nuevo material

genético es adquirido mediante dos procesos: la conjugacion y la transformacion.

Un resultado de la adaptacion evolutiva del gonococo al tracto genital es el desarrollo de
requerimientos especiales para su crecimiento “in vitro”, por ejemplo para el CO,, para
sulfuros en forma de cisteina y para el hierro. El gonococo tiene requerimientos
multiples y adicionales en el crecimiento “in vitro”, lo cual las dificultades
experimentadas en la formulacion de medios de cultivo y en la obtencion de dptimas
condiciones para su crecimiento. Ademas, afecta la capacidad diagnostica y empleo o
desarrollo de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en el marco de los métodos

tradicionales y accesibles de laboratorio.

El gonococo tiene una tipica pared celular de bacterias gramnegativas. Muchos de los
componentes de esta pared celular han sido intensamente estudiados y el conocimiento
adquirido sobre estas investigaciones ha ayudado a explicar aspectos de la interaccion
huésped/parasito. La adhesion del microorganismo a la superficie epitelial, su capacidad
de atravesar el epitelio y su reaccion con los fagocitos estan todos bajo la influencia de
la estructura de la pared celular incluyendo los pilis, proteinas de membrana externa y

los Lipooligosacaridos (LOS).*®
4.2.42. CARACTERISTICAS DE Neisseria gonorrhoeae

Es una bacteria muy delicada que no soporta la desecacion ni las bajas temperaturas y

requiere medios de cultivo complejos para crecer.
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Los gonococos pueden utilizar relativamente pocos azucares, y la glucosa es la fuente
principal de energia y carbono. Pueden también utilizar el amonio o los nitratos como
fuente de nitrégeno y sintetizar todos los lipidos que requieren, son aerobios obligados y
se inhiben por muchos 4cidos grasos presentes en los medios habituales de cultivo y por

metales pesados.

En la actualidad, los cientificos saben que la variacién de la fase gonococcica ocurre
como resultado del reordenamiento cromosomico de las cepas de N. gonorrhoeae.

Cabe destacar que los gonococos son patdégenos de las mucosas que invaden. Como tales
deben persistir en un medio donde corren el riesgo de ser eliminados por la descamacion
de las células epiteliales (vaginales, bucales) y el flujo de los liquidos (flujo vaginal,
secrecion salival), se encuentran a merced de la accion de los anticuerpos y deben
resistir a la destruccion de los leucocitos polimorfonucleares, Ademads, los gonococos se
desplazan del lumen de la mucosa a la submucosa en el curso de la infeccion y algunas

cepas invaden la sangre.”’

4.2.4.3. Morfologia
Neisseria gonorrhoeae es un diplococo Gramnegativo cuyo tamafo oscila entre 0,6 a 1
um de didmetro, siendo su tamafio de aproximadamente 0,8 pm de didmetro. Los cocos
individuales tienen aspecto de rifion o de grano de café; cuando los microorganismos se
presentan en pares los lados planos o concavos estan adyacentes.
Los microorganismos se visualizan al microscopio de luz como diplococos

intracelulares, dentro de los polimorfo nucleares neutrofilos.

Cuando se aislan inicialmente, los gonococos crecen .
en colonias diminutas dentro de un borde circunscrito “J"’ g

- 2
- -
y al ser coloreados con Gram, se visualizan como ﬁ' 7 o
. . ;. 30 4/ » B
diplococos Gram negativos tipicos. \ u ,(/

&

Figura 2. Diplococos Gram negativos intracelulares.
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4.2.4.4. Ultraestructura
Neisseria gonorrhoeae carece de capsula, la superficie mas externa de su estructura esta
compuesta por fimbrias, largos pelos de proteinas compuestos de subunidades de

péptidos (pilis), con un peso molecular de aproximadamente oscila entre 16.000 y

23.000 Daltons. Estas subunidades estan Membrana

extema

Desarrcllo
celular

Peptidogiucano

compuestas por 175 a 180 aminoacidos, y Pestidogiucang

wembrana
estan considerados como factores de dtopidsmics

e Mambrana
externa

Memibrana

citopt&smica

virulencia presentes solo en las cepas de

virulencia.?

Figura 3. Ultraestructura.

4.2.4.5. Caracteristicas fisiologicas
Neisseria gonorrhoeae se reproduce asexualmente por division binaria. Este diplococo
es inmovil, aerobio y/o anaerobio facultativo y crece mejor a una temperatura que oscila
entre 35° C y 37° C, en una atmosfera entre 5% y 10% de CO, y con un pH entre 7.2 y
7.6. Los gonococos experimentan autélisis rapida cuando se exponen al aire del
ambiente, a la desecacion, luz ultravioleta, sales de plata, fenol y calor himedo a 55° C.
Se diferencia de otras Neisserias por su capacidad de transformar la glucosa, pero no la
maltosa, sacarosa, lactosa, fructuosa y manosa en 4cido, respuesta positiva en las

pruebas de oxidasa y catalasa al 30%.

4.2.4.6. Mecanismos de patogenicidad
Las primeros estudios acerca de la patogenicidad de Neisseria gonorrhoeae no lograron
reconocer cambios en los tipos de colonias. A finales de los afios 60, Douglas Kellogg
descubrid que los gonococos experimentan variacion de fase durante el subcultivo.
Después demostrd que los gonococos de colonias pequefias tenian pili y eran virulentos,
en tanto que los gonococos de colonias grandes subcultivados no tenian pili y eran
avirulentos. Dio el nombre de colonia T1 y T2 a los tipos de colonias pequefias,
brillantes y densas, tipicas de los aislamientos recientes de casos de gonorrea y a las

colonias grandes las llamo6 T3, T4 y T3, las cuales se caracterizaban por ser aplanadas,
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granulosas y sin el brillo de los otros tipos de colonias observadas en los subcultivos. Es
importante sefalar que, puede lograrse por medio de los subcultivos la propagacion de
los tipos T1 y T2, si se seleccionan a través de la observacion microscopica colonias

individuales de estos tipos.™

4.2.4.7. Estructura externa y antigenos

La composicion antigénica de Neisseria gonorrhoeae es compleja; asociada con su
estructura bésica, la envoltura es similar a la de las otras bacterias gramnegativas. Los
componentes de superficie se han relacionado con la adherencia, y la invasion tisular y
celular, la citotoxicidad y la perdida de las defensas del huésped, lo que tiene

importancia en la patogenia de las enfermedades producidas por este microorganismo.”'

4.2.4.7.1. Pili

Estos organelos permiten que N. gonorrhoeae se adhieran fuertemente a la superficie de

las células endoteliales y epiteliales.

Los gonococos producen Pili tipo IV, conformados por al menos dos proteinas
diferentes: la subunidad principal y altamente variable PilE (pilina) y la adhesina PilC:
la primera constituye la mayor parte de la fibrilla y participa en el reconocimiento del
receptor; por su parte, la PilC so6lo se localiza en la punta del pilus y es critica en la

union de la bacteria a las células epiteliales.

Este tipo de pili no es solo un conjunto de fimbrias pasivas involucradas en la adhesion,
sino que también desempefa un papel importante en la dispersion de dichos agregados,
en la transferencia génica y en la induccién de respuestas por parte de la célula
hospedera (por ejemplo: el flujo del calcio citosolico, exocitosis, citotoxicidad y

rearreglos del citoesqueleto y de la membrana plasmatica).

Recientemente se logro identificar al primer receptor de los pili de Neisseria: la
glicoproteina de superficie CD46, la cual esta presente en casi todas las células humanas

y que regula la cascada del complemento.
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La proteina PilE experimenta una variacion antigénica originada por la recombinacion
genética entre el locus pIlE y algunas regiones homologas situadas en varios loci
clasificados como “silenciosos” (pilS). Dicha recombinacion es unidireccional y puede
ocurrir de forma intragénica o con ADN exdgeno proveniente de algin gonococo

destruido.

La variacion antigénica depende de los genes en estructura de cassette normalmente
incluyen dos componentes funcionales: el gen y el sitio de recombinacion attC o

elemento de 59 bases (59-be), localizado en el extremo 3° del gen.

Los cassettes en general se identifican por el nombre del gen que codifican y se los
denomina con una letra a aquellos que contienen marcos de lectura abierta de funcion
desconocida. Existen otros cassettes que codifican para toxinas, sistemas de
modificacion y restriccion, lipoproteinas y determinantes de patogenicidad. Cada gen

conforma su cassette, aunque existen pocos casos de dos genes en un mismo cassette.

Los integrones también pueden contener uno o mas cassettes integrados en el sitio attl.
Los cassettes consisten en un gen y un sitio de recombinacion, los cuales pueden
ensamblarse en arreglos en tandem y diseminarse a través de la poblacion bacteriana por

mecanismos de transferencia horizontal.

La integracion de un cassette en un integron involucra una recombinacion sitio-
especifica mediado por la integrasa entre el sitio attl ubicado en el integron y el sitio
attC en un cassette circular libre en el citoplasma. Cassettes circulares simples o
compuestos se regeneran por medio de la escision, siendo importantes intermediarios en

o ., B?
el proceso de la movilizacion.

4.2.4.7.2. Proteina Opa

La segunda etapa de la adhesion e invasion gonocdccica parece estar regulada, en buena

parte, por una familia de proteinas bacterianas de membrana externa denominadas Opa.

Estas moléculas proteicas, también conocidas como P.II, fueron las primeras en

identificarse como invaginas gonocdccicas y como ligandos capaces de unirse a los
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azucares de los lipooligosacaridos pertenecientes a otras células de N. gonorrhoeae, lo

que resulta esencial en la formacion de microcolonias.

Las Opa promueven la invasion de las células hospederas interactuando con distintos
receptores de superficie: la unidon de las variantes de esta proteina a su respectivo
receptor desencadena diversas cascadas de sefalizacion, lo que permite el ingreso de los
gonococos y, posiblemente, la seleccion de diferentes destinos intracelulares. Los
receptores de la Opa incluyen a varios miembros de la familia CD66 y a ciertos
proteoglucanos cuya porcion polisacarida estd constituida por sulfato de heparan

(HSPG).

Adicionalmente, las Opa se unen al piruvato cinasa (PK) subtipo M2 humana,
exoenzima soluble sintetizada por numerosas células (incluidas las epiteliales), que
cataliza la conversion irreversible de fosfoenol-piruvato en piruvato, con la produccion
de ATP. Es posible que, de esta manera, los gonococos intracelulares unidos a la PK

obtengan el piruvato que requieren, lo cual ayudaria a su supervivencia intracelular.

4.2.4.7.3. Proteina Rmp

La proteina de membrana externa Rmp (proteina modificable por reduccion o P. III) se
encuentra se encuentra formando un complejo con las Por, a las que se encuentra unida
no covalentemente. La cual esta involucrada en la invasion gonocodccica de las células
epiteliales humanas y en el bloqueo de los anticuerpos bactericidas dirigidos contra la

porina y el lipooligosacarido (LOS).

4.2.4.7.4. Porinas

Son las proteinas mas abundantes en la membrana externa gonocdccica son las porinas
denominadas Por o P.I, cuya funcion primaria es la de permitir la difusion de nutrientes
de bajo peso molecular a través de la membrana externa; sin embargo, dichas proteinas
también desempefian un papel significativo en la invasion de las células epiteliales: una
vez concretada la adhesion, se translocan desde la superficie bacteriana hasta la
superficie de la célula hospedera, lo cual se traduce en el colapso del potencial de

membrana, debido a la incontrolada formacion de poros; posteriormente, ello permite el
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flujo de Ca' ', lo que al parecer promueve la invasiéon gonocdccica y la induccion de

apoptosis.

Las Por o P.I afectan a los neutrofilos: previa inserciéon en la membrana de estos
ultimos, inhiben la fagocitosis, la polimerizacion de la actina, la secrecion de enzimas
microbicidas, la expresion de los receptores para las opsoninas, la maduracion del
fagosoma y la fusion fagolisosomal; ademas, provocan la modificacion de las reacciones
del metabolismo oxidativo dependientes de la mieloperoxidasa, las cuales resultan
fundamentales para convertir al perdxido en diversas especies reactivas de oxigeno: Oy

y OH, destinadas a ocasionar la destruccion de los microorganismos.

Existen dos subtipos de Por: P.IA y P.IB. Las cepas productoras de la primera se
asocian a la gonorrea diseminada, son mas resistentes al suero e invaden a las células en
ausencia de las Opa. Las clonas P.IB se relacionan con las infecciones localizadas y

requieren de las proteinas Opa para concretar su internalizacion.>

4.2.4.7.5. Proteasa IgAl

Neisseria gonorrhoeae secreta esta enzima, la cual resulta trascendental en los

siguientes aspectos:

» Promueve la colonizacion bacteriana: escinde a nivel de la region de la bisagra
a la IgAls humana, correspondiente a una de las dos subclases de IgA
localizadas en la mucosa (la otra subclase: IgA2, solo representa el 10 al 20%

del total).

» Contribuye a la evasion gonocdccica de la fagocitosis, via la remocion del
extremo Fc de las moléculas de IgA unidas al microorganismo (dicha fraccion

Fc es la region reconocida por los fagocitos).

» Incrementa la sobrevivencia intracelular, ya que también escinde a la LAMP 1
(proteina 1 asociada a la membrana lisosomal); ésta es una glicoproteina que

integra a la membrana lisosomal, se encuentra involucrada en la maduracion
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vacuolar o endosomal y presenta un segmento parecido a la region de la
bisagra de la IgAl. La protedlisis provocada conduce a importantes

alteraciones en los lisosomas de las células infectadas.
4.2.4.7.6. Lipooligosacaridos

El lipooligosacarido (LOS) situado en la superficie de Neisseria gonorrhoeae, exhiben

las siguientes propiedades:

» Mimetismo molecular. La lacto-N-neotetraosa es muy parecida a ciertos
segmentos presentes en algunos glucoesfingolipidos. Ello y el hecho de que
otros fragmentos del LOS también comparten epitopos con los globosidos,
gangliosidos y lactoésidos humanos, explican la capacidad del microorganismo

para evitar ser reconocido por el sistema inmunolédgico.

» Sializacion. La sializacion de la galactosa Terminal presente en el LOS es
caracterizada por la enzima gonocdccica sialiltransferasa, la cual habilita como
donadora de 4cido sidlico a una molécula del hospedero conocida como

acidocitidinmonofosfato-N-acetilneuraminico (CMP-NANA).

Este proceso origina la resistencia del microorganismo a la accion bactericida del suero,
ya que impide la interaccidon de los componentes del complemento con la superficie
bacteriana: el acido sidlico capta factor H, proteina del hospedero que bloquea el
ensamble de la C3 convertasa participante en la via alterna y, ademads, funge como
cofactor en la reaccion en la cual el factor plasmatico I efectiia la protedlisis del péptido
C3b:

|
C3b + H ——— C3bH ——— hidrdlisis de C3b

Como consecuencia de su efecto bloqueador del sistema del complemento, la sializacion
también impide la produccién del componente C5a, el cual representa uno de los

principales factores quimiotacticos para la fagocitosis.
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El LOS también es responsable de los eventos endotoxicos que ocurre durante las
infecciones gonococcicas: estimula la produccion de mediadores inflamatorios por parte
de macrofagos y neutrofilos, destacando el TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), IL-
8 (interleusina 8), IL-6, IL-1 y GM-CSF (factor estimulante de colonias de macréfago-

granulocito).

El TNF-a esta involucrado en el proceso inflamatorio, en la fibrosis y en le dafio a las
trompas de Falopio; la IL-8 interviene en la inflamacion y en la migracion celular, ya
que constituye un potente inductor de la quimiotaxis de neutrofilos y de células T; la IL-
6 induce la diferenciacion de las células formadoras de anticuerpos ; la IL-1 genera
fiebre, estimula a las células B y T e induce respuesta pro-inflamatorias tales como la
produccion de prostaglandinas y de enzimas degradativas tales como la colagenasa; y

finalmente, el GM-CSF actiia como factor de activacion sobre células maduras.*?
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4.2.4.7.7. H8 y Azulina modificada por lipidos (Laz)

Cannon et al. (1984) También describieron un antigeno denominado H.8 el cual es
encontrado en N. gonorrhoeae y N. meningitidis. H.8 es una macromolécula expuesta en
la superficie del microorganismo, inmunogénica y compuesta de lipidos y proteinas, los

anticuerpos inducidos por ella no son protectores.
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Tabla 3 Estructura y Antigenos.

Estructura Funciones

1. Capsula polifosfato | Superficie hidrofilica

proteina

2. Pili Asociado a colonias P+ P++ (T1 y T2), es decir, a la

virulencia.

Implicados en la adherencia del gonococo a células
Incrementan la capacidad de transformacion por ADN
Inducen la sintesis de anticuerpos en el hombre
Variabilidad antigénica

Alteran la hidrofobicidad superficial e incrementan la
carga neta

Interaccion con neutrdfilos, resistencia a fagocitosis

3. Proteinas de membrana
externa
Proteina Por (PI)

Proteina Opa (PII)
(11 variantes)

Proteina RMP (PIII)

Porina, canales de paso al interior celular

Resistencia al poder bactericida del suero

Transferencia a otras membranas de eritrocitos y células
epiteliales

Induce la sintesis de anticuerpos en el hombre
Variabilidad antigénica

Asociada a la formacion de colonias opacas y a la
adherencia

intergonococos (unidades infecciosas)

Incrementa la adherencia a las células

Promueve la invasion a las células epiteliales
Localizacion proxima a la proteina Por

Union a anticuerpos bloqueadores que impiden la accion
de los anticuerpos bactericidas

4. Lipooligosacaridos (LOS)

Endotoxina

Induce anticuerpos en el hombre
Variabilidad antigénica
Asociado a resistencia al
(fagolisosomas)

Suero 'y a enzimas

5. Receptores de
lactoferrrina
y transferrina y proteinas
de retencion de hierro

(FeRP)

Captacion de hierro
Induccion de anticuerpos en humanos
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4.2.4.8. Diagnostico de la Enfermedad Gonocdccica
4.2.4.8.1. Microscopico

El método més rapido y sencillo es el examen microscopico del exudado. La uretritis
gonococcica se define por la presencia de diplococos gramnegativos dentro de algunos
PMN; cuando se observan formas atipicas en situaciones extracelulares, el diagnostico

puede ser equivoco y se requiere el cultivo para confirmarlo.

La sensibilidad de la Tincion Gram del exudado para detectar N. gonorrhoeae es
proxima al 100% en los casos sintomaticos de uretritis, pero solo del 50 — 70% en los
pacientes asintomaticos; la especificidad en ambos grupos se acerca al 100%, es decir,

que los resultados falsos positivos son excepcionales.
4.2.4.8.2. Cultivo

El método para la confirmacion de una uretritis gonocdccica y el de mayor dificultad de
realizar, ya que permite realizar estudios de genética, resistencia a los antibidticos e

investigar otras caracteristicas deseadas sobre la cepa aislada.

Para el transporte se puede emplear el medio de Amies con carbon activado, es
recomendable sembrar lo mas antes posible, en el medio de cultivo de eleccion que es el
Agar Chocolate que consta (agar base GC, hemoglobina al 1% mas IsoVitalex al 1%) o
Agar Thayer-Martin modificado en caso de que la muestra este contaminada (agar base
GC, hemoglobina al 1%, IsoVitalex al 1% y los inhibidores vancomicina, colistin y
nistatina (VCN), para inhibir microorganismos pertenecientes a la flora normal.
Requiere de un pH igual a 7,4, temperatura de incubacion de 35-37 °C y una atmosfera
de 5-10% de CO,." El desarrollo de las colonias tarda de 24 a 48 horas. La
identificacion se la realiza por medio de pruebas bioquimicas que son la catalasa al 30%,

oxidasa y la prueba de produccién de acido en medio CTA.
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4.2.4.8.3. Sondas genéticas

Se han desarrollado sondas comerciales especificas para los acidos nucleicos de N.
gonorrhoeae, para la deteccion de la bacteria en muestras clinicas. Las pruebas que usan
estas sondas son sensibles, especificas y rdpidas (se dispone del resultado en 2 a 4

horas).

El principal problema de este enfoque es que no se puede emplear para monitorizar la

resistencia de los patogenos identificados.
4.2.4.8.4. Serologia

Los investigadores han desarrollado pruebas seroldgicas que pueden detectar los
antigenos gonocoécicos y los anticuerpos dirigidos contra el microorganismo. Sin

embargo, estos test no son sensibles ni especificos, y no es recomendable su uso.”
4.2.4.9. Epidemiologia

Neisseria gonorrhoeae es el agente causal de la gonorrea, una infeccion bacteriana de
gran importancia para la salud publica. En los estados unidos, la incidencia de gonorrea
aumento de manera constante durante la década de 1960 y principios de los afios 1970,
con la incidencia mas elevada —mas de 460 casos por 100 000 habitantes- que ocurri6 en
1975. La “gonorrea epidémica” que sucedid durante esos afios se atribuyo a varios
factores, entre ellos, el incremento de la poblacion de adultos jovenes en riesgo, la
importancia de variedades gonocdcicas menos sensibles, el aumento del uso de métodos

anticonceptivos sin barrera (la pildora anticonceptiva y los dispositivos intrauterinos).

En las décadas de 1980 y 1990, la incidencia de la gonorrea declino de modo sostenido.
Esta declinacion se debid en gran parte a los cambios de las conductas sexuales en
particular entre varones homosexuales o bisexuales, en respuesta al SIDA y a la
deteccion mas eficaz de casos. En 1994 se informo por primera vez que los casos de
infeccion por Chlamydia trachomatis excedian los de infeccion gonocdcica. Sin
embargo, la tendencia decreciente de la incidencia de infecciones gonocécicas entre

varones homosexuales y bisexuales se ha revertido en los ltimos afnos. Los datos del
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proyecto de vigilancia de aislamientos gonocécicos (Gonococcal Isolate Surveillance
Project) de los CDC muestran que la proporcion de infecciones en varones

homosexuales y bisexuales aumento de 4.5% en 1992 a 13.2% en 1999.%

Los estudios epidemiologicos han mostrado que la infeccion por N. gonorrhoeae es la
mas prevalente entre los seres humanos y que mas afecta anualmente a nivel mundial,

siendo en Chile la segunda ITS reportada.

La Gonorrea se da solo en humanos; no hay ningtn otro reservorio conocido y no existe
evidencia de inmunidad natural adquirida contra la infeccién por esta bacteria. Las
mujeres tienen el 50% - 70% de probabilidades de adquirir la infeccion después de un
unico contacto con un hombre infectado, mientras que los hombres tienen un riesgo de

alrededor del 20% - 30% tras un unico contacto con una mujer infectada.*

Las tasas de infeccion son iguales en hombres que en mujeres, son
desproporcionadamente mas altas en los de raza negra que en los hispanos y en los de
raza blanca. El pico de incidencia de la enfermedad se encuentra en el grupo de edad
entre 15 y 24 anos, sin embargo es una estimacion demasiado baja de la verdadera
incidencia de la enfermedad, debido a que el diagnostico y la forma de comunicar las

infecciones gonococicas son incompletos.

El principal reservorio de gonococos es la persona con una infeccion asintomatica. El
estado de portador asintomatico es mas frecuente en mujeres que en hombres. Hasta la
mitad de las mujeres infectadas tienen infecciones leves o asintomaticas, mientras que la
mayoria de los hombres estdn inicialmente sintomaticos. Los sintomas ceden
generalmente en unas semanas en las personas que no se tratan, y se establece entonces
el estado de portador asintomatico. El sitio de la infeccion condiciona también si crea un
estado de portador asintomdtico, siendo las infecciones réctales y faringea mas

. L. . . . 4
frecuentemente asintomaticas que las infecciones genitales.
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4.2.4.10 Tratamiento

Existen dos aspectos por considerar en el tratamiento de una enfermedad de transmision
sexual, especialmente, si se trata de una enfermedad que se propaga tan facilmente como
la gonorrea. El primer aspecto es curar a la persona afectada y el segundo aspecto lo
constituye el hecho de localizar y examinar a todos los otros contactos sexuales y

tratarlos para evitar y tratarlos para evitar una mayor diseminacion de la enfermedad.

Existen tres razones, para no utilizar la penicilina como tratamiento de primera eleccion
en la gonorrea. En primer lugar, la concentracion de penicilina necesaria para inhibir la
concentracion de N. gonorrhoeae ha aumentado de forma constante, por lo que, para
lograr la curacion clinica, se requieren dosis considerablemente mayores de las que se
utilizaban inicialmente. La dosis de penicilina G que se recomendaba para el tratamiento
de la gonorrea no complicada a aumentado desde 200 000 unidades que se administraba

hasta los 4.8 millones de unidades que se necesitan en la actualidad.

En segundo lugar, la resistencia a la penicilina mediada por la hidrdlisis enzimatica del
anillo B-lactamico, que se describid por primera vez en el sudeste asiatico, ahora se ve

de forma universal.

En tercer lugar también se a aislado cepas penicilina-resistentes de N. gonorrhoeae que
no producen B-lactamasas. Esta resistencia mediada cromosdémicamente no se limita
solo a la penicilina, sino que se extiendo a tetraciclinas, y es resultado de los cambios en
la superficie celular que evitan que los antibidticos entren en el gonococo. La resistencia
a fluoroquinolonas como el ciprofloxacina ya es prevalente a Africa, Australia, el

sudeste asiatico y algunas ciudades de Estados unidos.***
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Tabla 4. Tratamiento de las infecciones gonocdccicas no complicadas de cérvix,

uretra y recto.

Medicamento Dosis Via Frecuencia
Ciprofloxacina 500 mg Oral Dosis Unica
Azitromicina 1 gramo Oral Dosis Unica
Ceftriaxona 250 mg Intramuscular Dosis Unica
Cefixima 400 mg Oral Dosis Unica
Espectinomicina 2 gramos Intramuscular Dosis Unica

Tabla 5. Tratamiento de las infecciones gonocdccicas de cérvix, uretra y recto en

embarazadas.
Medicamento Dosis Via Frecuencia
Azitromicina 1 gramo Oral Dosis Unica
Ceftriaxona 250 mg Intramuscular Dosis Unica
Espectinomicina 2 gramos Intramuscular Dosis Unica

Tabla 6. Tratamiento de la infeccion no complicada de faringe.

Medicamento Dosis Via Frecuencia
Ciprofloxacina 500 mg Oral Dosis Unica
Ceftriaxona 125 mg Oral Dosis Unica
Terapia dual Por dos veces
Azitromicina 1 gramo Oral al dia durante
Doxiciclina 100 mg Oral 7 dias.
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Tabla 7. Tratamiento de la conjuntivitis gonocdccica.

Medicamento

Dosis

Via

Frecuencia

Ceftriaxona

1 gramo

Intramuscular

Dosis Unica + lavado del ojo
afectado con solucion salina

por Unica vez

Tabla 8. Tratamiento de la infeccion gonocdccica diseminada (IGD).

Medicamento Dosis Via Frecuencia
Tratamiento inicial
Ceftriaxona 1 gramo Intramuscular o 1 vez al dia
Endovenosa
Terapia inicial
Ceftriaxona 1 gramo Endovenosa Cada 8 horas
Pacientes alérgicos
Ciprofloxacina 400 mg Endovenosa Cada 12 horas
Espectinomicina 2 gramos | Intramuscular Cada 12 horas
Se debe completar por la
via parenteral 24 a 48 horas
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Tabla 9. Tratamiento de la Endocarditis y meningitis gonococcica.

Medicamento | Dosis Via Frecuencia
Ceftriaxona 1 a 2| Endovenosa | Cada 12 horas, en la meningitis se debe
gramos completar 10 a 14 dias y en la endocarditis

4 semanas.

35,36
(THOMPSON, L.; EYMIN, G.; FICH,F.)" ™’

4.2.4.11 Mecanismos de resistencia de Neisseria gonorrhoeae a los
antimicrobianos

Las Bacterias, por su tremenda capacidad de adaptacion, pueden desarrollar mecanismos

de resistencia frente a los antibidticos. Existe una resistencia natural o intrinseca en las

bacterias si carecen de diana para un antibiotico (como la falta de pared celular en

relacion con los B-lactdmicos). La resistencia adquirida es la realmente importante desde

el punto de vista clinico: y se debe a la modificacion de la carga genética de la bacteria y

puede aparecer por mutacion cromosdmica o por mecanismos de transferencia genética.

La resistencia mediada por cambios cromosomales: Se produce por mutaciones que son
errores que se producen en el proceso de replicacion del ADN, la mayoria de las

mutaciones son lentas, escalonadas.

La resistencia extracromosomal: Esta mediada por plasmidos, transposones o integrones,

. 3
que pueden pasar de una bacteria a otra.’’

En el primer caso, la resistencia se transmite de forma vertical de generacion en
generacion, es decir en las sucesivas divisiones celulares. En el segundo caso, la
transferencia de genes se realiza horizontalmente, por la transmision que se produce de

una bacteria donante a una receptora, a través de plasmidos u otro material genético
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. . 38 . .
movible como integrones y transposones.” Existen tres mecanismos para que se

produzca la transmision horizontal:

Ll

Transduccion: cuando un virus bacteriano o bacteriéfago actia como vector
del ADN de una bacteria donante a otra receptora.

Conjugacién: cuando las células bacterianas se ponen en contacto y hay
transmision directa de ADN de una bacteria donante a una receptora.

Transformacion: cuando la bacteria receptora incorpora ADN extracelular

: 39
procedente de una bacteria donante.

Esto no solo permite la transmision a otras generaciones, sino también a otras especies

bacterianas. De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia a uno o varios

antibioticos sin necesidad de haber estado en contacto con estos.

Los eventos genéticos anteriormente descritos dan lugar a diversos tipos de alteraciones

bioquimicas en el metabolismo bacteriano:

Inactivacion enzimatica: Este tipo de mecanismo depende en muchos casos
de plasmidos R. que produce enzimas que inactivan al antibidtico; las mas
importantes son las B-lactamasas y las B-lactamasas de espectro extendido.

Disminucién de la permeabilidad de la membrana celular: Las bacterias

producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de
ciertos antibioticos (B-lactamicos) o alteran los sistemas de transporte
(aminoglucosidos en los anaerobios). En otras ocasiones provocan la salida
del antibiotico por un mecanismo de expulsion activa impidiendo que se

acumule en cantidad suficiente para que actué eficazmente.

Modificacién de la estructura de la proteina blanco: Impidiendo o
dificultando la accion de los antibidticos. Aqui podemos contemplar las
alteraciones al nivel del ADN girasa (resistencia a quinolonas), del ARNr
23S (macrolidos) de las enzimas PBPs (proteinas ligadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a J-

. 40
lactamicos).
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4.2.4.11.1 Penicilinas
Los sitios blancos para las penicilinas y cefalosporinas son las proteinas ligadoras de la
penicilina (PBPs) de pared celular en el gonococo. Alteraciones en la PBP-1 y PBP-2
disminuyen la capacidad de las penicilinas para ligarse al sito blanco, incrementando por
lo tanto la resistencia intrinseca del microorganismo a estos agentes.41
La Produccion de la PBP-2 es codificada por el gen penA, mientras que mutaciones en el
locus penB alteran la permeabilidad de la pared celular para antimicrobianos hidrofilicos
y otros compuestos.
El efecto combinado de estos cambios traec consigo el incremento de la CIM de la
penicilina a unas 120 veces. Los gonococos con estos cambios son llamados N.
gonorrhoeae cromosomalmente resistentes (CMRNG).*
Estos fendémenos también resultan en susceptibilidad disminuida a las cefalosporinas, a
las tetraciclinas y otros agentes.*
La resistencia a las penicilinas también ocurre por plasmidos, los que codifican para la
produccion de una B-lactamasa tipo TEM-1. Esta enzima hidroliza el anillo B-lactamico
de antibioticos tipo penicilina convirtiéndolos en una forma no activa. En contraste con
la lenta evolucion del incremento paso a paso de la resistencia cromosomal, la
resistencia plasmidica cambia la condicion del germen susceptible a un estado de alto
nivel de resistencia en un solo evento.**
Ambos mecanismos de la resistencia a la penicilina pueden coexistir en un mismo
aislamiento, lo cual es relevante debido al uso clinico y la existencia de inhibidores de
las B-lactamasas como el &cido clavuldnico. Asi, la efectividad terapéutica de la
combinacion de una penicilina y un inhibidor de la B-lactamasa en cepas PPNG

depende de la presencia o no de resistencia intrinseca del gonococo.

4.2.4.11.2 Cefalosporinas
La resistencia a estos antimicrobianos es de tipo cromosomal debido a los mismos
cambios que acontecen para la susceptibilidad disminuida para la penicilina.*
Resistencia cruzada para la penicilina y cefalosporinas tempranas como la cefuroxima se
han descrito.*** Sin embargo, esto no se a traducido para las cefalosporinas de Gltimas

. . . 44
generaciones como la ceftriaxona y la cefixima.
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Cefalosporinasa constitutivamente encontradas en muchos otros géneros gramnegativos
no han sido detectadas en N. gonorrhoeae. Si tal evento ocurriera seria devastador en
posprogramas de tratamiento de la gonorrea, los cuales son dependientes del uso de las

. .. 44
cefalosporinas de tercera generacion.

4.2.4.11.3 Tetraciclinas
Las tetraciclinas no son recomendadas para el tratamiento de la gonorrea debido a que
deben ser administradas en multiples dosis por varios dias. *°
La resistencia a la tetraciclina tiene origen cromosomal y plasmidico, este ultimo es
responsable de la resistencia de alto nivel. La resistencia cromosomal estd ligada a
alteraciones en el locus mtr y penB, las cuales reducen también la susceptibilidad a la
penicilina, produciendo un incremento de las CIMs que son clinicamente significativas.
El alto nivel de resistencia a la tetraciclina en el gonococo (TRNG) es el resultado de la
adquisicion de un plasmido de 25.2 MDa que porta el determinante tet-M reportado por
primera vez en 1986.%
El determinante tet-M estd ampliamente disperso entre la flora del tracto genital, este
hecho junto a la habilidad para transferirse inter-géneros y la presion ecologica creada
por el uso de tetraciclinas para tratar otras ITS ha contribuido a la dispersion del

fenotipo TRNG.*

4.2.4.11.4 Espectinomicina
La resistencia a la espectinomicina ocurre en un solo paso, un evento mediado
cromosomalmente el cual resulta de un alto nivel de resistencia a este agente. La
resistencia se debe a cambios ribosomales.*” Existe la posibilidad de que el gonococo
adquiera y mantenga genes de origen plasmidico con informacion para la destruccion de

antibidticos aminoglucosidos.
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4.2.4.11.5 Quinolonas

Las quinolonas mas usadas en el tratamiento de la gonorrea son la ciprofloxacina y la
ofloxacina. La resistencia a estos antimicrobianos se ha incrementado a través de los
afios de manera similar como ha ocurrido con la penicilina; en este proceso estan
involucrados multiples cambios a nivel del cromosoma *

Los sitios blancos para las quinolonas son las topoisomerasas, que regulan el trenzado
de las cadenas de nucleotidos para formar la doble cadena, y que regulan también el
enrollamiento de la doble hélice sobre si misma. De esta ultima funcidn se encargan las
topoisomerasas tipo II (ADN-girasa) y IV, cada una de las cuales esta compuesta por
dos subunidades: GyrA y GyrB en el primer caso, y ParC y ParE en el segundo. Las
fluoroquinolonas actian al unirse a la subunidad GyrA e inhibir el superenrollamioento
del ADN, por lo que se dice que estos compuestos inhiben la ADN-girasa
(Topoisomerasa II).

La resistencia a las fluoroquinolonas en N. gonorrhoeae ocurre fundamentalmente por
mutaciones en los genes GyrA, GyrB y ParC, que condicionan cambios en la secuencia
de aminoécidos en las subunidades GyrA y GyrB de la topoisomerasa II (ADN-girasa) y

en la subunidad ParC de la topoisomerasa IV.**

5. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1. Tipo de estudio
El presente estudio fue de tipo ensayo clinico, descriptivo y de corte transversal. Se
determiné la prevalencia de la resistencia en cepas Neisseria gonorrhoeae. Se
conformaron dos grupos: Trabajadoras sexuales comerciales (TSC) y no Trabajadoras

sexuales comerciales.

Estudios de corte transversal: Este tipo de estudio denominado también de
prevalencia, estudia simultaneamente la exposicion y la enfermedad de una poblacion
bien definida en un momento determinado. Esta medicién simultdnea no permite
conocer la secuencia temporal de los acontecimientos y no es por tanto posible

. . ., ., . 4
determinar si la exposicion precedio a la enfermedad o viceversa.*
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Figura 4. Disefio de ensayo clinico.

La realizacion de este tipo de estudio requiere definir claramente:
+ La poblacion de referencia sobre la que se desea extrapolar los resultados.
+ La poblacion susceptible a ser incluida en la muestra, delimitando claramente los
que pueden ser incluidos en dichos estudios.
+ La seleccion y definicion de variables por la que se va a caracterizar el proceso.

+ Las escalas de medida a utilizar.

Los estudios de corte se utilizan fundamentalmente para conocer la prevalencia de una
enfermedad o un factor de riesgo.

Esta informacion es de gran utilidad para valorar el estado de salud de una comunidad y
determinar sus necesidades. Asi mismo, sirven como todos los estudios descriptivos

s g 49,50, 51
para formular hipoétesis etioldgicas.” ™

5.2 Medidas de frecuencia de la enfermedad
La medida méas elemental de frecuencia de una enfermedad, o de cualquier otro evento
en general, es el nimero de personas que la padecen o la presentan (por ejemplo, en este
caso el nimero de personas con infeccion gonococcica). Sin embargo, dicha medida por
si sola carece de utilidad para determinar la importancia de un problema de salud

determinado, pues debe referirse siempre al tamafio de la poblacion de donde provienen
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los casos y al periodo de tiempo en el cual estos fueron identificados. Para este
propoésito, en epidemiologia suele trabajarse con diferentes tipos de fracciones que

permiten cuantificar correctamente el impacto de una determinada enfermedad. *>

5.3. Analisis estadistico
El procesamiento de la informacion se realizo en una base de datos, la hoja electronica
Excel y para el analisis estadistico, se utilizo el programa estadistico STATA, version
8.0 estandar.
En base a los datos obtenidos de la ficha de resultado y la hoja de encuesta, se realizo el
analisis.
Para intentar encontrar relacion o asociacion entre variables, se realizd la comparacion
de proporciones, para ello se utilizé la prueba de Chi’, o el Test exacto de Fisher para
los casos en los que se observo valores esperados inferiores a 5.
El andlisis de promedios de variables cuantitativas continuas se realizd mediante la
prueba paramétrica de t de student.
Para evaluar si los resultados obtenidos son estadisticamente significativos se observo la
probabilidad “p”.

66 9

Si el valor “p” es superior a 0,05, no es una comparacion estadisticamente significativa

(Y4

Si el valor “p” es inferior a 0,05, la comparacion es estadisticamente significativa.

5.4. Poblacion y lugar
El area de estudio fue conformado por dos Centros de Salud especializados en
vigilancia de ITS. Se tom6 como universo todas las personas con infeccién gonococcica
de estos centros durante 1 afio (Mayo de 2007 a Abril de 2008).
Para la seleccion de los pacientes considerados para el presente estudio se tomaran en
cuenta los siguientes criterios:
Criterios de Inclusion:
1. Pacientes de ambos sexos y de cualquier edad que asistan a los centros de
consulta externa especializados en la vigilancia de Infecciones de
Transmision Sexual, con sintomas y signos de gonorrea, entre mayo 2007

a abril 2008.
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Criterios de Exclusion:
1. Todos los pacientes que estén con tratamiento antibidtico, en caso de
infeccion gonocdcecica.
2. Pacientes que no estén con sintomas y signos de infeccién gonocdccica

y que cursen con otro tipo de infeccion de transmision sexual.

5.4.1. Tamaio de la Muestra
Se evaluaron 40 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas durante Mayo de 2007 y
Abril de 2008 en las ciudades de La Paz y El Alto.

5.4.2. Area de estudio
El presente trabajo fue realizado en dos Centros de Salud, de las ciudades de La Paz y El

Alto

Tabla 10. Centros de Salud de La Paz y El Alto.
CENTRO DE SALUD MUNICIPIO
Centro de Salud “Piloto” La Paz

Centro de Referencia Ambulatorio

(CRA) El Alto

El Alto

5.5 Intervencion

5.5.1. Procedimientos
Se cont6 con dos centros de salud, uno de la ciudad de La Paz y otro de la ciudad de El
Alto. El personal del centro de salud realizo la recoleccion de los datos, y la toma de
muestra por parte de los médicos de cada centro de salud.
Se incluyeron todas las personas con sintomas de infeccion gonocdccica que asistieron a
los centros de salud durante los meses de Mayo de 2007 a Abril de 2008. Se tom6 una

copia de la hoja de la Historia clinica de ITS, para registrar el codigo, su edad, sus
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antecedentes generales, antecedentes de ITS, nivel de instruccion, ocupacion y estado
civil.

Las Tinciones en fresco fueron coloreadas con tincion Gram en el laboratorio del centro
de salud. Finalmente estas fueron enviadas al Laboratorio Nacional de Referencia en

Bacteriologia Clinica del INLASA en La Paz para su confirmacion.

5.6. Metodologia General de la Investigacion

Para el diagnostico de la infeccion por Neisseria gonorrhoeae se realizaron los

siguientes pasos.

5.6.1. Toma de muestra

La toma de muestra fue realizada gracias a la colaboracion de los Médicos profesionales

con especialidad en ginecologia de:

Genitales: Fueron tomadas con un hisopo de alginato y se introdujo por la uretra del
pene en el caso de los hombres y por la vagina hasta el cuello uterino haciendo un

barrido en el caso de las mujeres.

5.6.2. Recoleccion de la Muestra y Transporte
Una vez obtenida la muestra, se introdujo el hisopo en un tubo que contenia una
preparacion con medio AMIES y Carbon activado, se inoculo bastante muestra y se

mantuvo a temperatura ambiente para el transporte hacia el laboratorio de bacteriologia

para su inmediato procesamiento.
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5.6.3. Cultivo

5.6.3.1. Siembra de la muestra

.

Una vez que la muestra llego al laboratorio, el inoculo
contenido en el medio de transporte, se coloco el la
superficie del medio de cultivo, el cual se encontraba
previamente a temperatura ambiente y se disemino
por estria de agotamiento para obtener colonias

aisladas.

‘Figura 5. Siembra de la muestra.

5.6.3.2. Medios de cultivo
Los medios de cultivo utilizados fueron agar base GC (OXOID) con IsoVitalex al 1% y
hemoglobina en polvo al 1%, para la preparacion de los medios agar chocolate y agar
Thayer Martin Modificado (TMM), realizando el registro correspondiente para el

control de calidad de los medios de cultivo (ver anexo 1-2).

5.6.3.3. Incubacion
El periodo de incubacion fue de 18 a 24 horas, en algunos casos se dejo hasta 48 horas
de incubacién, en microaerofilia y humedad. La microaerofilia (5 — 10% de CO,) se
logro por el método de la vela, la humedad mediante un pequefio frasco con agua, que
favorece el crecimiento de Neisseria gonorrhoeae a una temperatura de 35°C a 37°C

(ver anexo 3).

5.7. Identificacion

Para la identificacion de Neisseria gonorrhoeae se realizo el siguiente procedimiento.

5.7.1. Observacion Macroscépica
Neisseria gonorrhoeae presenta colonias pequefias convexas, brillantes como gotas de
rocid, mucoides, estas pueden ser transparentes u opacas, no pigmentadas y no

hemoliticas (ver anexo 4).
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5.7.2. Observacion Microscdpica
Se realizd una tincion de Gram (ver anexo 5) para observa diplococos con aspecto
arritonado gram negativos, su tamafio oscila entre 0.6 a 1 um de diametro su tamafio

promedio aproximadamente 0.8 pm de diametro (ver anexo 6).

5.7.3. Prueba de la Citocromo Oxidasa
Se utilizo un papel filtro impregnado con dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina
al 1% sobre una placa de vidrio se coloco con un aplicador de pléstico colonias

sospechosas de Neisseria gonorrhoeae (ver anexo 7).

5.7.4. Prueba del superoxol
Se utilizé una gota de peroxido de hidrogeno al 30%, luego se hizo gotear sobre una

placa ya inoculada con colonias sospechosas de Neisseria gonorrhoeae (ver anexo 8).

Figura 7. Prueba del Superoxol
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5.7.5. Prueba de Fermentacion de azucares

Se utilizo el medio CTA (agar semisoélido cisteina tripticase) al cual se la adiciona 1%

de los carbohidratos glucosa, maltosa y sacarosa (ver anexo 9).

8’

Figura 8. Fermentacion de azucares.

5.7.6  Prueba Tubos Reactivos Gonochek IT
Se utilizo la prueba comercial de tubos Gonochek II para
la identificacion de Neisseria gonorrhoeae, en el cual se
introduce 2 a 3 gotas de una suspension concentrada de
colonias en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS)

(ver anexo 10).

5.7.7 Prueba de la p-Lactamasa
Se empled la prueba de la cefalosporina cromogénica
(Nitrocefin), método en la que se utiliza un disco
impregnado con el reactivo cromogénico, al que
previamente se hidrata con agua destilada estéril, luego se
deposita varias colonias sospechosas de Neisseria

gonorrhoeae (ver anexo 11).

rl s

Figura 9. Tubos Gonochek-II.
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Figura 10. Prueba de -Lactamasa.
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5.7.8. Conservacion
Se realiz6 una siembra abundante, y se inocul6
gran cantidad de colonias aisladas de Neisseria
gonorrhoeae en caldo BHI suplementado con
glicerol al 20% o usar caldo TSB con glicerol al

20%, conservar a -70°C.

Figura 11. BHI con glicerol al 20%.

5.7.9. Prueba de difusion con disco
Se empleo el método de difusion con disco segin las recomendaciones de la CLSI, se
realizo la estandarizacion del método utilizando la cepa de referencia para evaluar
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de gonococo (Neisseria gonorrhoeae ATCC
49226). Para la lectura se midieron los halos de inhibicion (mm) del crecimiento del
microorganismo y se compararon con los patrones establecidos (ver anexo 12), para le
interpretacion de resistencia mediada por cromosomas o plasmidos se mide el diametro

de los halos del disco de Penicilina y Tetraciclina (ver anexo 13).
5.7.10. Recoleccion de datos

Los antecedentes del paciente fueron recolectados en encuestas (ver anexo 14).

Los datos del laboratorio fueron recolectados en fichas de resultados (ver anexo 15).
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FLUJOGRAMA DE LA TOMA DE MUESTRA
LABORATORIO CENTINELA

Toma de Muestra
Uretra, Endocenvix y recto

Senbraen Agar Thayer
Vrtin Mbdificado
Agar Choodate

Identificacion
Tindon Gam Oddasa
enfresco Positivo (+)

Susceptibilidad tipo |
Pruebe Betelactamesa

Serbraennedode

fransporte Amies aon
carbon activado

Enviod Laboratario de
Referenda
INLASA
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PROTOCOLO PARA EL AISLAMIENTO DE Neisseria gonorrhoeae

Recepcién de cepa en medio de
transporte

Diagnostico del Laboratorio

Resembrar y confirmar
centinela

Incubar 24 a 48 horas
de 35a 37°C

|

IDENTIFICACION

Observar la morfologia de

Tincién de Gram .
las colonias

Gram negativo

diplococo arrifionado Otra morfologia
sospecha de N. se descarta
gonorrhoeae

Produccion de
Beta-Lactamasa

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

Oxidasa
Positivo (+)

Superoxsol
Positivo (+)

Prueba de
“Gonochek II”

Variable (+/-)

Positivo (+)

Neisseria
gonorrhoeae

Siembra en agar chocolate con 1%
Isovitlex
incubar a 37°C por 24 h.

Conservacion de la cepa Sembrar en medio
Agar base GC con 1%

’ de Isovitalex

Inocular gran cantidad de colonias aisladas en
caldo infusion cerebro corazén (BHI) a -70°C Sensibilidad y resistencia por
Difusion en disco
Bauer Kirby
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6. RESULTADOS
Se incluyeron en el estudio a un total de 40 pacientes que cumplieron con los criterios de

inclusion de los Centros de Salud seleccionados.
Las muestras fueron recolectadas en el Centro de Salud Piloto y el Centro de Referencia
Ambulatorio, de mayo 2007 a abril 2008, cuyo numero y proporcion se observa en la

(Tabla 11)

Tabla 11. Distribucion de Pacientes Segiin Centros de Salud especializados en
vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril 2008

en la ciudad de La Paz y El Alto.

Centro de Salud Frecuencia Porcentaje
Centro de Salud Piloto 23 57,5%
Centro de Referencia Ambulatorio 17 42.5%
TOTAL 40 100%

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Figura 12. Distribucion de Pacientes Segin Centros de Salud especializados en
vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril 2008

en la ciudad de La Paz y El Alto.
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Distribucion de pacientes segiin género
La mayoria de los pacientes de estudio fueron mujeres tal como se puede observar en la

tabla 12.

Tabla 12. Distribucion de pacientes segiin género procedentes de dos Centros de
Salud especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de

mayo 2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Genero Frecuencia Porcentaje
Hombre 17 42.5%
Mujer 23 57,5%
TOTAL 40 100%

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Figura 13. Distribucion de pacientes segiin género procedentes de dos Centros de
Salud especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de

mayo 2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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En la tablal3 se ve la prevalencia de infeccion por gonococo es mayor en mujeres que

acuden al Centro de Referencia Ambulatorio de la ciudad de El Alto que en el Centro de

Salud Piloto de la ciudad de La Paz. Observandose una asociacion estadisticamente

significativa (y *= 4.35 p = 0.037)

Tabla 13. Distribucion de Género con infeccion gonocdcica segun Centros de Salud

especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo

2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Genero
Total
Centro de Salud Hombre Mujer
n (%) n (%) n (%)
Centro de Salud “Piloto” 13 56.5% | 10 | 43.5% 23 100%
Centro de Referencia Ambulatorio 4 23.5% | 13 | 76.5% 17 100%

Figura 14. Distribucion de Género con infeccion gonocdcica segin Centros de

Salud especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de

mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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Edad de la poblacion de estudio

La variable edad fue registrada en el total de la poblacion. Las edades minima y maxima
fueron de 18 y 59 afios respectivamente, el promedio alcanzado en ambos Centros de
Salud fue de 28,8 afios, con una desviacion estandar de 9,5.

También se realiz6 la comparacion de promedios de edad de los pacientes del Centro de
Salud Piloto y el Centro de Referencia Ambulatorio, donde se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre los promedios de edad de los pacientes del Centro de
Salud Piloto y el Centro de Referencia Ambulatorio (p < 0,05) para la prueba de (t de
student). Lo que quiere decir que los pacientes del Centro de Salud Piloto son en

promedio cinco afios menor que los del Centro de Referencia Ambulatorio (Tabla 14).

Tabla 14. Promedios de edad segiin Centros de Salud especializados en vigilancia
de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad

de La Paz y El Alto.

Centro de Salud Media Desviacion estindar Rango Poblaciéon Mediana Moda

Centro Piloto 26,6 7,5 18 - 45 23 24 22
CRA 31,8 11,4 19 -59 17 27 19
Ambos 28,8 9,5 18-59 40

CRA = Centro de Referencia Ambulatorio.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Figura 15. Promedios de edad segiun Centros de Salud especializados en vigilancia de

Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad

de La Paz y El Alto.
70
60 59
50
45
40
30 ):
20 T 19
18
10
0
CP CRA
3er cuartil 29 38
Minimo 18 19
Maximo 45 59
1er cuartil 22 24

CP = Centro de Salud Piloto.
CRA = Centro de Referencia Ambulatorio.

Figura 16. Comparacion de promedios de edad segiin Centros de Salud especializados

en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril

2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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En la tabla 15 se observa la ocupacion, el estado civil y los que presentan antecedentes

de Infecciones de Transmision sexual. Donde se puede evidenciar que la mayor parte de

la poblacion del Centro de Salud Piloto (Ciudad de La Paz) son estudiantes y en el

Centro de Salud Regional Ambulatorio (Ciudad de El Alto) no se observan divorciados,

de un total de 40 muestras, presentando solo 7 antecedentes de otra Infeccion de

Transmision Sexual.

Tabla 15. Distribucion de la poblacion segin ocupacion, estado civil e Infecciones

de Transmision Sexual procedentes de dos Centros de Salud especializados en

vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril de

2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Variables
Ocupacion ITS' Estado civil
Centro de
Salud
Ama de || Trabajos || Antecedente
Estudiante Soltero Casado || Divorciado
casa varios de infeccion
Centro de
14 (60,9%) || 1 (20,0%) 8 (66,7%) 5(71,4%) 18 (52,9%) || 1(50.0%) 4 (100.0%)
Salud Piloto
CRA 9 (39,1%) 4 (80,0%) 4(33,3%) 2 (28,6%) 16 (47,0%) || 1(50,0%) 0 (0,0%)
Total 23 (100%) || 5(100%) 12 (100%) 7 (100%) 34(100%) || 2 (100%) 4(100%)

CRA = Centro de Referencia Ambulatorio.
ITS = Infeccion de Transmision Sexual.

“Otras = Sifilis, gonorrea, herida genital, sifilis-gonorrea.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Tabla 16. Distribucion de la poblacion segin nivel de estudio en casos reportados
de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud especializados en
vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008

en la ciudad de La Paz y El Alto.

Centros de Salud Total
ESTUDIOS CP CRA Total
Superior 12 1 13
Bachiller 7 3 10
Secundaria 7 11
Primaria 0 5 5
Ninguno 0 1 1
Total 23 17 40

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Figura 17. Distribucion de la poblacion segun nivel de estudio en casos
reportados de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud
especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo

2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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Tabla 17. Comparacion de proporciones entre género y nivel de estudio, en casos

reportados de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud

especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo

2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

sexo
ESTUDIOS Hombre Mujer Total

Superior 8 5 13

Bachiller 4 6 10

Secundaria 5 6 11

Primaria 0 5 5

Ninguno 0 1 1
Total 17 23 40

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Tabla 18. Comparacion de proporciones entre género y nivel de estudio, segun

porcentaje, en casos reportados de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos

Centros de Salud especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual

(I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

sSexo
ESTUDIOS Porcentajes
Hombre Mujer Total
Superior % de estudios 61,50% 38,50% 100,00%
% de sexo 47,10% 21,70% 32,50%
. % de estudios 40,00% 60,00% 100,00%
Bachiller o ’ ’ ’
% de sexo 23,50% 26,10% 25,00%
Secundaria % de estudios 45,50% 54,50% 100,00%
% de sexo 29,40% 26,10% 27,50%
1. % de estudios 0,00% 100,00% 100,00%
Primaria 0 ’ ’ ’
% de sexo 0,00% 21,70% 12,50%
Ninguno % de estudios 0,00% 100,00% 100,00%
% de sexo 0,00% 4,30% 2,50%
Total % de estudios 42,50% 57,50% 100,00%
% de sexo 100,00% 100,00% 100,00%

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Figura 18. Comparacion de proporciones entre género y nivel de estudio, en casos

reportados de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud

especializados en vigilancia de infecciones de transmision sexual (I.T.S.) de mayo

2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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Poblacion con algun tipo de Infeccion de Transmision Sexual

Para los pacientes con antecedente de al menos una Infeccion de Transmision Sexual
(7/40), se observo que el 57.1% refirieron haber tenido sifilis, y el 82.5% refirieron no
haber tenido ningiin tipo de Infeccion de Transmision Sexual. La distribucion de las

demas infecciones se muestra en la tabla 18, 19.

Tabla 19. Distribucion de la poblacion con antecedentes de
Infeccion de Transmision Sexual procedentes de dos Centros de Salud
especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo

2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Tipo de ITS Frecuencia Porcentaje
Ninguno 33 82,5%
Sifilis 4 10,0%
Gonorrea 1 2,5%
Herida Genital 1 2,5%
Sifilis y Gonorrea 1 2,5%
TOTAL 40 100%

ITS = Infeccion de Transmision Sexual.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Tabla 20. Distribucion de la poblacion con antecedentes de
Infeccion de Transmision Sexual procedentes de dos Centros de Salud

especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo

2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Tipo de ITS Frecuencia Porcentaje
Sifilis 4 57,1%
Gonorrea 1 14,3%
Herida Genital 1 14,3%
Sifilis y Gonorrea 1 14,3%
TOTAL 7 100%

ITS = Infeccion de Transmision Sexual.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Figura 19. Distribucion de la poblacion con antecedentes de

Infeccion de Transmision Sexual procedentes de dos Centros de Salud

especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S) de mayo

2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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En la tabla 21 se muestra el lugar de procedencia, donde podemos observar que el

65,0% de los pacientes provienen de la ciudad de La Paz y en menor porcentaje del

interior del pais.

Tabla 21. Distribucion de casos reportados de Neisseria gonorrhoeae, procedentes

de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision

Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Procedencia Frecuencia Porcentaje
La Paz 26 65,0%
El Alto 4 10,0%
Provincia 5 12,5%
Santa Cruz 3 7,5%
Cochabamba 2 5,0%
TOTAL 40 100%

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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En la tabla 22 se muestra la comparacion de proporciones entre edad y la resistencia a la

penicilina y la sensibilidad disminuida a la misma, donde no se observo diferencia

estadisticamente significativa, (p > 0,05; y * = 0,0540).

Tabla 22. Comparacion de proporciones entre edad y la resistencia a la penicilina,
en cepas de Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud
especializado en vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo

2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Susceptibilidad a la Penicilina

Sensibilidad

Edad (aiios) Resistente i Ty ) Total
n (%) n (%) n (%)
18 - 28 12 66.7 14 63.6 26 65
29 -59 6 333 8 36.4 14 35
Total 18 100 22 100 40 100

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Con el fin de observar un efecto de la produccién de penicilinasa en las cepas de
Neisseria gonorrhoeae sobre la resistencia a la penicilina se realizo el analisis respectivo
(tabla 23).

La proporcion de cepas de Neisseria gonorrhoeae productoras de penicilinasa fue de
83,3% en aquellas cepas resistentes a la penicilina (x* = 29,33; p < 0,01), existiendo una
diferencia estadisticamente significativa. Por lo tanto se confirma que la produccion de

penicilinasa confiere una resistencia al antimicrobiano mediada por plasmidos.

Tabla 23. Relacion entre la resistencia a la penicilina, y la produccion de
penicilinasa mediada por plasmidos en cepas de Neisseria gonorrhoeae,
procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de
Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El
Alto.

Susceptibilidad a la Penicilina

PPNG Sensibilidad

Resistente Intermedia Total
n (%) n (%) n (%)
Positivo 15 83.3 0 0.0 15 37.5
Negativo 3 16.7 28 100 25 62.5
Total 18 100 27} 100 40 100

PPNG = Neisseria gonorrhoeae productora de penicilinasa.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Para observar si todas aquellas cepas resistentes a la penicilina mediadas por cromosoma
se realizo el andlisis de proporciones.

Donde se observo una diferencia que se encuentra al limite de la significatividad (p >
0,05) para la prueba de test exacto de Fisher, por lo tanto se podria decir que tres cepas

de toda la poblacién presentan resistencia a la penicilina por cromosoma (tabla 24)

Tabla 24. Resistencia a la penicilina mediada por cromosoma en cepas de Neisseria
gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de
Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad

de La Paz y El Alto.

Susceptibilidad a la Penicilina

CMRNG-PEN Resistente ponsiRilidad Total
Intermedia
n (%) n (%) n (%)
Positivo 3 16.7 0 0.0 3 7.5
Negativo 15 83.3 22 100 37 925
Total 18 100 22 100 40 100

CMRNG-PEN = Neisseria gonorrhoeae resistente a penicilina mediada por cromosomas.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.

Figura 20. Distribucion porcentual de las cepas con resistencia mediada por
plasmidos y la resistencia mediada por cromosomas para Penicilina procedentes de
dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision

Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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En la tabla 25 se muestra que la proporcion de cepas de Neisseria gonorrhoeae fue de
45,0% en aquellas cepas resistentes a la tetraciclina mediada por plasmidos y 55,0% de
resistencia a la tetraciclina mediada por cromosomas (¢* = 11,61; p < 0,001), existiendo

una diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 25. Resistencia a la Tetraciclina mediada por plasmidos en cepas de Neisseria
gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de
Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La
Paz y El Alto.

Susceptibilidad a la Tetraciclina

TRNG Resistente St dlad Total
Intermedia
n (%) n (%) n (%)
Positivo 9 45 0 0.0 9 22,5
Negativo 11 55 22 100 31 77,5
Total 20 100 22 100 40 100

TRNG = Neisseria gonorrhoeae resistente a la Tetraciclina.

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica.
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Tabla 26. Resistencia a la Tetraciclina mediada por cromosomas en cepas de
Neisseria gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud especializados en
vigilancia de Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008
en la ciudad de La Paz y El Alto.

Susceptibilidad a la Tetraciclina

CMRNG-TET Sensibilidad

Resistente Intermedia Total
n (%) n (%) n (%)
Positivo 11 55 0 0.0 11 27,5
Negativo 9 45 20 100 29 72,5
Total 20 100 20 100 40 100

CMRNG-TET = Neisseria gonorrhoeae resistente a la tetraciclina mediada por cromosomas.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica

Figura 21. Distribucion porcentual de las cepas con resistencia mediada por
plasmidos y la resistencia mediada por cromosomas para Tetraciclina procedentes
de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de Transmision

Sexual (I.T.S) de mayo 2007 a abril de 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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En la Tabla 27 se observan el numero de cosos de los que presentan un mecanismo de

resistencia, mediado por cromosomas o bien por la adquisicion de algunos plasmidos de

resistencia ya sea para la Penicilina o la Tetraciclina, y aquellos que no presentan ningin

mecanismo de resistencia a los antimicrobianos ya mencionados pero que tienen una

sensibilidad Intermedia.

Tabla 27. Comparacion entre mecanismos de resistencia mediados por cromosoma,

plasmidos y aquellos con sensibilidad Intermedia en cepas de Neisseria gonorrhoeae,

procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de

Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

PPNG TRNG CMRNG-PEN CMRNG-TET Sensibilidad Sensibilidad
Halo Halo Halo Halo Intermedia PEN Intermedia TET
<19 mm <19 mm <26 hasta 18 <30 hasta 18 Halo de Halo de
Cefinase (+) - mm mm 27 — 46 mm 31 -37 mm

NG 6 mm 17 mm 26 mm 29 mm 37 mm 34 mm
NG 6 mm 16 mm 26 mm 21 mm 35 mm 33 mm
NG 6 mm 18 mm 20 mm 30 mm 29 mm 37 mm
NG 6 mm 14 mm - 30 mm 34 mm 37 mm
NG 6 mm 14 mm - 27 mm 32 mm 32 mm
NG 6 mm 16 mm - 30 mm 32 mm 33 mm
NG 6 mm 13 mm - 28 mm 35 mm 34 mm
NG 6 mm 15 mm - 28 mm 37 mm 32 mm
NG 6 mm 17 mm - 30 mm 39 mm 34 mm
NG 6 mm - - 29 mm 39 mm 34 mm
NG 6 mm - - 30 mm 34 mm 35 mm
NG 6 mm - - - 34 mm 36 mm
NG 6 mm - - - 33 mm 34 mm
NG 6 mm - - - 29 mm 33 mm
NG 6 mm - - - 32 mm 32 mm
NG - - - - 34 mm 32 mm
NG - - - - 31 mm 33 mm
NG - - - - 33 mm 31 mm
NG - - - - 30 mm 32 mm
NG - - - - 37 mm 33 mm
NG - - - - 35 mm -
NG - - - - 31 mm -
Total 15 9 3 11 22 20

PPNG = Neisseria gonorrhoeae productora de penicilinasa.
TRNG = Neisseria gonorrhoeae resistente a la Tetraciclina.

CMRNG-PEN = Neisseria gonorrhoeae resistente a penicilina mediada por cromosomas.

CMRNG-TET = Neisseria gonorrhoeae resistente a la tetraciclina mediada por cromosomas.
Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
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Figura 22. Comparacion entre mecanismos de resistencia mediados por

cromosoma, plasmidos y aquellos con sensibilidad Intermedia en cepas de Neisseria

gonorrhoeae, procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de

Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La

Paz y EI Alto.
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PPNG = Neisseria gonorrhoeae productora de penicilinasa.
TRNG = Neisseria gonorrhoeae resistente a la Tetraciclina.
CMRNG-PEN = Neisseria gonorrhoeae resistente a penicilina mediada por cromosomas.

CMRNG-TET = Neisseria gonorrhoeae resistente a la tetraciclina mediada por cromosomas.

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
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En la Tabla 28 podemos observar la frecuencia de resistencia mediados por cromosomas

o plasmidos segiin centros de salud en estudio, donde se puede ver que en el Centro de

Salud “Piloto” existe una mayor resistencia mediada por cromosomas a la Tetraciclina,

contrariamente en el Centro de Referencia Ambulatorio existe una mayor resistencia

mediada por cromosomas a la Penicilina.

En ambos Centros de Salud existe una misma frecuencia de casos con resistencia a la

Tetraciclina mediada por plasmidos, lo contrario ocurre en la resistencia a la Penicilina

mediada por plasmidos, que se ve con una mayor frecuencia en el Centro de Salud

“Piloto”.

cromosomas y plasmidos segin Centros de Salud especializados en vigilancia de

Tabla 28. Comparacion entre mecanismos de resistencias mediadas por

Infecciones de Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La

Paz y El Alto.
PPNG TRNG CMRNG-PEN CMRNG-TET
No Si No Si No Si No Si
Poblacién 13 4 13 4 15 2 15 2
CRA
Centros % 52,0% | 26,7% | 41,9% | 44,4% | 40,5% | 66,7% | 51,7% | 18,2%
de
Salud Poblacién 12 11 18 5 22 1 14 9
CP
% 48,0% | 733% | 58,1% | 55,6% | 59.5% | 33,3% | 48,3% | 81,8%
Poblacién 25 15 31 9 37 3 29 11
Total
% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
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Figura 23. Comparacion de mecanismos de resistencias mediadas por cromosomas

y plasmidos segin Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de

Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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De todas las cepas estudiadas el 45,0% y el 50,0% resultaron resistentes a la penicilina
y a la tetraciclina respectivamente y todas fueron susceptibles al resto de los
antimicrobianos utilizados (tabla 29). Nueve cepas (45,0%) presentaron resistencia

simultanea a la penicilina y a la tetraciclina (multiresistencia).

Tabla 29. Susceptibilidad antimicrobiana de 40 cepas de Neisseria gonorrhoeae
procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de

Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.

Susceptibilidad

Antimicrobist] Susceptibilidad (%) Intermedia (%) Resistencia (%)

n % n % n %
Penicilina 22 55 18 45
Tetraciclina 20 50 20 50
Ceftriaxona 40 100
Ciprofloxacina 40 100
Espectinomicina 40 100

Fuente = Laboratorio Nacional de Referencia en Bacteriologia Clinica
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En esta figura se puede observar la distribucion en porcentaje de las cepas de Neisseria

gonorrhoeae y el comportamiento de esta bacteria frente a cada Antimicrobiano.

Figura 24. Susceptibilidad antimicrobiana de 40 cepas de Neisseria gonorrhoeae

procedentes de dos Centros de Salud especializados en vigilancia de Infecciones de

Transmision Sexual (I.T.S.) de mayo 2007 a abril 2008 en la ciudad de La Paz y El Alto.
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7. DISCUSION

El presente estudio se realizé en los Centros de Salud seleccionados de las ciudades de
La Paz el Centro de Salud “Piloto” y el Centro de Referencia Ambulatorio de la ciudad
de El Alto, en cada ciudad se vio la prevalencia posible, de mecanismos de resistencias
ya sea mediada por cromosomas 6 por pldsmidos. El mismo que comprende un periodo

de un afo.

Durante el periodo de estudio (mayo de 2007 a Abril de 2008) se incluyeron un total de
40 pacientes que tuvieron una infeccion gonococcica y asistieron a los centros de salud
seleccionados; 17 (42,5%) fueron del Centro de Referencia Ambulatorio de los cuales
4(23,5%) son hombres y 13 (76,5%) que son mujeres. y 23 (57,5%) del Centro de Salud
Piloto, de los cuales 13 (56,5%) son hombres y 10 (43,5%) son mujeres, En este analisis
se puede ver una relacion estadisticamente significativa.

Por lo general la mayor incidencia de infecciones gonococcicas se presenta en el sexo
masculino lo que no coincide con los resultados obtenidos en este estudio, donde el
42,5% de las infecciones se registraron en el sexo masculino, en comparacion con el
sexo femenino con 57,5% que corresponde a veintitrés mujeres las cuales asistieron al
Centros de Salud “Piloto” y al Centro de Referencia Ambulatorio (ver tablas 11, 12 y 13
Figuras 12, 13y 14).

En un Estudio realizado en la India la mayoria de los pacientes con gonorrea estaba
entre los 15 y 30 afios de edad (92%), que estaban solteros (72%) y todos afirmaron
haber adquirido la infeccion a través del contacto con una Trabajadora Sexual
Comercial, un (98%) eran heterosexuales también reportaron un (20%) de sifilis en los
pacientes, mientras que el chancroide y las verrugas venéreas estaban presentes en (4%)
en cada paciente.”’ En el presente estudio se determino que los pacientes con gonorrea
atendidos en el Centro de Salud “Piloto” estaban entre 18 y 45 afios de edad 57,5%, y
para los pacientes atendidos en el Centro de Referencia Ambulatorio estaba entre 19 y

59 afios de edad 42,5%, (ver tablal4, figura 15y 16).
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El estado civil reporto los siguientes datos, para el Centro de Salud “Piloto” estaban
solteros el 52,9% y para el Centro de Referencia Ambulatorio fue de 47,0%, en relacion
a los casados el Centro de Salud “Piloto”, refiere 50,0% y de igual manera para el
Centro de Referencia Ambulatorio con 50,0%, y solo se puede observar un 100% de
divorcios en El Centro de Salud “Piloto”, donde no se observa una relacion

estadisticamente significativa (ver tabla 15).

Otro estudio realizado se observan a pacientes con uretritis o cervicitis gonococcica
segin su ocupacion donde se ve que el 20% de las cepas aisladas correspondian a
pacientes cuya ocupacion era minero, seguido de los estudiantes con 16%, y el 40% que
corresponde a otros tomandose (Ama de casa, vigilantes, comerciantes).”

En este estudio realizado se observo que el 60,9% de las cepas correspondian a
pacientes que eran estudiantes, en el Centro de Salud “Piloto”, y 39,1% corresponde al
Centro de Referencia Ambulatorio. Siendo que en el Centro de Salud “Piloto” el 17,4%
recibe educacion secundaria, el 30,4% es bachiller y el 52,2% recibe educacion superior,
lo cual no sucede en el Centro de Referencia Ambulatorio ya que el 5,9% no recibio
ningun tipo de educacion, el 29,4% solo curso la primaria, el 41,2% recibe educacion
secundaria, 5,9% educacion superior y el 17,6% es bachiller (ver tabla 15-16 y figura

17).

Entre las Infecciones de Transmision Sexual en el presente estudio se reportaron los
siguientes datos 57.1% de sifilis en los pacientes, mientras que gonorrea, herida genital
y sifilis conjuntamente con gonorrea fue del 14.3%, habiendo una mayor frecuencia de
infecciones multiples en el Centro de Salud “Piloto” 71,4% (5) y de 28,6% (2) para el
Centro de Referencia Ambulatorio (ver tabla 19, 20 y figura 19).

Segun la Organizacion Médiala de la Salud, la gonorrea en un importante problema en
la salud publica en el ambito mundial. En un estudio realizado por Avila y cols., el afio
1995-1999, se demostré un ascenso significativo en las Infecciones de Transmision
Sexual. Al determinar el tipo de infeccion mas Frecuente, gonorrea tuvo un mayor

porcentaje 20,65% seguido de infecciones no gonococcicas con un 12,34%.
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En el presente estudio se determind que 42,5% de los pacientes que acudieron a consulta
presentaron uretritis y 57,5% presentd cervicitis, a todos aquellos que en la tincion Gram
se observaron diplococos gramnegativos extra e intracelulares se les realizo el cultivo
en los medios de agar chocolate con 1% de IsoVitalex para mejorar el crecimiento en el
medio y agar Thayer Martin para muestras contaminadas ya que este medio consta con

inhibidores (VCN de la linea BBL) y asi poder confirmar el diagndstico.

Una vez determinada la presencia de este microorganismo en las muestras clinicas
analizadas, se investiga la produccién de B-lactamasa con el uso del método de la
cefalosporina cromogénica (nitrocefina), el cudl se basa en el cambio de coloracion
cuando la fraccion amida del compuesto unido al anillo B-lactamico es hidrolizado por

la B-lactamasa.

En Venezuela diferentes investigadores han reportado hallazgos de Neisseria
gonorrhoeae resistentes a la penicilina, productoras y no productoras de B-lactamasa.
Asi, en 1989 se realizo la busqueda en seis pacientes, y se encontro la primera cepa de
Neisseria gonorrhoeae productora de penicilinasa, constituyéndose de esta manera en el
primer microorganismo de estas caracteristicas, aislado en la ciudad de La Paz, mientras
que de 593 cepas aisladas entre 1991 y 1994, no se encontr6 produccion de esta enzima.

Posteriormente en Venezuela se reporta una importante presencia de este mecanismo de
resistencia al encontrarse 77,2% de produccion de B-lactamasa en 22 cepas resistentes a

la penicilina.

Durante la presente investigacion se logro demostrar la produccion de B-lactamasa. La
resistencia a la penicilina en las cepas aisladas puede ser explicada por un mecanismo
mediado por pldsmidos, habiéndose encontrado también resistencia a la penicilina
mediada por cromosomas, lo cual puede ocasionar modificaciones en las PBPs. Al
aplicar la prueba de chi cuadrado (y°) entre las cepas de Neisseria gonorrhoeae
productoras de B-lactamasas (PPNG) y las no productoras de B-lactamasas, se observo
asociacion estadisticamente significativa, esto indica que la elevada tasa de resistencia a

la penicilina obtenida en este estudio, estuvo determinada unicamente por los
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mecanismos de resistencia mediados por las cepas productoras de P-lactamasas (ver
tabla 23 y figura 20).

Habiéndose encontrado también otro mecanismo, presente en las cepas no productoras
de B-lactamasas, las cuales son llamadas CMRNG fueron encontradas en este estudio
(ver tabla 24 y figura 20). Desde el punto de vista epidemioldgico, la tasa de cepas de
Neisseria gonorrhoeae productoras de P-lactamasas tiene importancia clinica, debido a
que estas cepas pueden diseminarse con facilidad, por medio de transferencia de
plasmidos a otras cepas que si son sensibles a la penicilina o a cepas resistentes a otros
antimicrobianos y por ende crear cepas multiresistentes que pueden distribuirse
ampliamente por el pais.

La frecuencia de resistencia a la penicilina encontrada en este estudio fue de 45,0% (ver
tabla 29) coincidiendo con lo reportado por investigaciones realizadas en Maracaibo
donde encontraron 31,25% y 44% de resistencia a la penicilina®', cifras superiores a lo
reportado en Sao Paulo, Brasil, donde se encontré 23% de resistencia a la penicilina

entre 65 aislamientos.

Por otra parte, las tetraciclinas al igual que las penicilinas, por largo tiempo
constituyeron opciones terapéuticas de primera elecciéon, hoy en dia no del todo
efectivas por la adquisicion de resistencia a estos antimicrobianos por parte del

£0nococo.

La mayoria de los autores reportan resistencia a la tetraciclina, encontrandose
variaciones entre las distintas regiones; en Brasil se han reportado cifras de resistencia
que oscilan entre el 2% y 40%, mientras que en cuba se han encontrado hasta 60% de
resistencia. En Venezuela, la resistencia a la tetraciclina oscila entre 48% y 63%, siendo

estas cifras mas elevadas que las encontradas en el presente estudio.
Los resultados obtenidos en la presente investigacion revelan 45% (9) de resistencia a la

tetraciclina mediada por plasmidos (ver tabla 25) y en 45% de las cepas aisladas

presentaron resistencia tanto a la penicilina como a la tetraciclina, la resistencia
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simultanea a estos antimicrobianos es alarmante en algunos paises como es Cuba donde
se encontraron 59,3% de resistencia.
La frecuencia de la resistencia a la tetraciclina hallada en nuestro estudio es superior al

reportado en Chile que es de 45.7%, y Nueva Delhi (India).”’

En este estudio se encontraron 55% cepas con resistencia a la tetraciclina mediada por
cromosomas CMRNG (ver tabla 26). En este estudio se realizo una comparacion entre
tipos de resistencia mediadas por cromosomas o plasmidos y los que no presentaban
ningln tipo de mecanismo de resistencia pero tenian sensibilidad disminuida a los
antimicrobianos de penicilina y tetraciclina, el 83,3% presentaba una resistencia a la
penicilina mediada por plasmidos (PPNG), el 16,7% mostraba una resistencia a la
penicilina mediada por cromosomas (CMRNG). Para la tetraciclina el 45% tenia una
resistencia mediada por plasmidos (TRNG) y el otro 55% una resistencia mediada por
cromosomas, un 100% (22) presentaba sensibilidad disminuida a la penicilina, y por
ultimo 100% (20) tenia una sensibilidad disminuida a la tetraciclina (ver tablas 27 y
figura 22). La distribucion de estos mecanismos de resistencia por Centros de Salud se

puede observar en la (tabla 28 y figura 23).

La ceftriaxona demostr6 durante la presente investigacion una excelente actividad contra
el gonococo con una sensibilidad del 100%. EI CDC, en 1985 incluyo a la ceftriaxona
como alternativa en el tratamiento de la gonorrea no complicada, posteriormente la
eleva a un régimen de primera eleccion, pero en algunos sitios de EEUU, Africa y Asia
se han detectado cepas de Neisseria gonorrhoeae con susceptibilidad disminuida a la
ceftriaxona, asociado en cierto grado con resistencia cromosomita de bajo nivel a la
penicilina."

En Venezuela la ceftriaxona es poco utilizada porque no hay en el mercado
presentaciones que contengan solo 125 6 250mg. (ver tabla 5 y 6), que son dosis
recomendadas para el tratamiento de la gonorrea y las presentaciones que existen tienen
un elevado costo, por ese motivo en ese pais la penicilina es el clasico medicamento
usado para el tratamiento de la gonorrea, siendo que no es un tratamiento eficaz contra

la infeccion.
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En la presente investigacion la ciprofloxacina y la espectinomisina demostraron buena
actividad contra este microorganismo con un 100% de sensibilidad (ver tabla 29 y figura
24).

De las 40 cepas de Neisseria gonorrhoeae se pudo observar que el 45% presenta
resistencia a 2 antimicrobianos. Como ocurre en la mayoria de las ITS los grupos de

poblacion mas afectados corresponden a: TSC, estudiantes, trabajadores.

En relacién a la poblacion mas afectada, los resultados obtenidos en esta investigacion
demuestran que corresponde a los pacientes que se desempefian como estudiantes 57,5%
(23) seguido de trabajos varios con 30% (12), este hecho se debe a un incremento en la

promiscuidad sexual.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se puede aseverar que la penicilina no
puede seguir utilizdndose como droga de primera linea en este tipo de infecciones
debido a los altos niveles de resistencia encontrados, por esta razén que el CDC incluyo
a la ceftriaxona como terapia de primera eleccion en el tratamiento de las infecciones
gonocodccicas en los Estaos Unidos. Sin embargo es necesario resaltar que Neisseria
gonorrhoeae puede generar o adquirir, en el transcurso del tiempo, diferentes formas de
resistencia antimicrobiana, que nos llevaria a la necesidad de introducir modificaciones
en los esquemas terapéuticos (ver tablas 4, 5, 6, 7, 8, 9) sobre todo en aquellos pacientes
automedicados, utilizdndose en ellos esquemas de dosis unicas de cefalosporinas
(ceftriaxona) o fluoroquinolonas (ciprofloxacina). En relacion al uso de las tetraciclinas
que durante buen tiempo constituyo una buena opcion terapéutica, hoy en dia no es

efectiva, debido a que el gonococo se ha hecho resistente a la accion de este antibiotico.

El numero de cepas de Neisseria gonorrhoeae evaluadas en el presente estudio, no
refleja la prevalencia de infecciones gonocdccicas ni de la resistencia antimicrobiana del
gonococo por departamento debido a la representatividad de la muestra y a los sesgos de
seleccion, pero al menos nos da una pauta aproximada de la susceptibilidad

antimicrobiana del gonococo.
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La emergencia de cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes y multiresistentes a los
antimicrobianos, motivan a realizar un seguimiento permanente de la resistencia
antimicrobiana del gonococo para poder recomendar el uso adecuado de los antibidticos
para el tratamiento de la infeccidon gonocdccica; por ello el comité de expertos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recomienda que el régimen de tratamiento
debe ser cambiado cuando la resistencia a un determinado antibiotico alcance el 5%, por

tanto el tratamiento con penicilina y tetraciclina en la actualidad no se lo utilice mas.
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8. CONCLUSIONES

1. En la identificacion de Neisseria gonorrhoeae se realizo mediante diferentes pruebas
en la cual la prueba de la oxidasa demostr6 la presencia de la enzima citocromo
oxidasa, en la prueba de superoxol se utilizd peroxido de hidrogeno al 30% ya que
esta bacteria produce muy poca cantidad de enzima catalasa y se necesita una
concentracion mayor de peroxido de hidrogeno para hacer evidente la produccion de
esta enzima., La prueba de gonochek-II que tiene una sensibilidad del 99% y una

especificidad de 86,6% para la Bacteria que se estudio.

2. La frecuencia de resistencia en Neisseria gonorrhoeae frente a la edad de 18 a 28 es
de 66,7% (12) y de 29 a 59 afos reporta un 33,3% (6) de resistencia a la penicilina y
en los mismos intervalos para la tetraciclina una resistencia de 65% (13) y de 35%
(7) respectivamente, los que tienen una mayor resistencia son los de estudios
superior con un 50% (9) y 35% (7), para dichos antimicrobianos. El mayor
porcentaje de muestras esta en la ciudad de La Paz con 65%, siendo los estudiantes

los que tiene mayor resistencia.

3. La frecuencia de resistencia a la penicilina fue de 18 cepas, para la tetraciclina
fueron 20 cepas con resistencia y el total de las cepas fueron 40 en este estudio, y se
las confronto frente a ceftriaxona, ciprofloxacina y espectinomicina y presentaron

una alta actividad antimicrobiana frente a cepas de Neisseria gonorrhoeae.

4. En el Centro de Salud “Piloto” mayor porcentaje de resistencia a la penicilina con un
66,7% y para el Centro de Referencia Ambulatorio un 33,3%, con respecto a la
resistencia a la tetraciclina un 70% se encuentra en el Centro de Salud “Piloto” y el

30% en el Centro de Referencia Ambulatorio.
5. Los mecanismos de resistencia que mas se encontrd en este estudio fue el de

resistencia a la penicilina mediada por plasmidos con 83,3%, otro mecanismo

encontrado para la resistencia a penicilina fue la resistencia mediada por
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cromosomas con 16,7%. Para la tetraciclina se observaron los dos tipos de
mecanismos en diferente proporcion 45% estaba mediado por plasmidos, y el 55%
mediado por cromosoma existe una alta proporcién de infecciones gonococcicas

causadas por cepas de Neisseria gonorrhoeae productoras de -lactamasas.
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Anexo N1

AGAR BASE GC CON SUPLEMENTO )
Hojas #1 de 3

Este medio de cultivo se emplea como medio basal para la preparacion del medio
Thayer Martin modificado y como agar chocolate con o sin enriquecimiento para la
recuperacion de N. gonorrhoeae, N. meningitidis y otros microorganismos exigentes en

sus requerimientos.

Formula g/L
Pluripeptona 15.0
Almidén soluble 1.0
Fosfato dipotasico 4.0
Fosfato monopotasico 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
pH7.2+0.2

Preparacion

Suspender 38 gramos de agar base GC en 1 litro de agua destilada estéril, hervir tres
veces hasta la disolucion completa, esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos y 1.5
libras de presion.

Enfriar hasta 50°C, anadir 1% de Isovitalex

Suplemento IsoVitalex

Cada vial (para 1000 mL de medio) por litro
Vitamina By, 0,01g
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AGAR BASE GC CON SUPLEMENTO

Hojas #2 de 3

L-glutamina

Adenina

Hidrocloruro de guanina

Acido p-aminobenzoico
Nicotinamida adenina dinucleoétido
Pirofosfato de tiamina

Nitrato férrico

Clorhidrato de tiamina

Clorhidrato de L-cisteina

L-cistina

Dextrosa

10,0g
1,0g
0,03g
0,013¢g
0,25g
0,1g
0,02¢g
0,003g
25.9g
I,1g
100,0g

Descripcion

El enriquecimiento IsoVitalex es un suplemento definido quimicamente que ha sido

desarrollado especificamente para ayudar al crecimiento de gonococos, a pesar de que

posee amplias aplicaciones para otros microorganismos.

Almacenamiento del medio

El medio deshidratado puede almacenarse de 10 — 30°C hasta antes de la fecha de

vencimiento.

El medio preparado debe almacenarse de 2 — 8°C, por un periodo maximo de tres

s€manas.

Control de calidad

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226
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AGAR BASE GC CON SUPLEMENTO Hojas #3 de 3

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVO

AGAR GC
Fecha de Preparacion Dia...cooovvnMesioon L Alli0
Fecha de Vencimiento 157+ COMSRNE BRSSO .\ .7
Medio Preparado: Agar GC
Gramos/Litro............
e R S S R -
Basc Volumen a Preparar Base Gramos/Litro Suplemento mL/%%
ESTERILIZACION
AUTOCLAVE
Libras de presion................... Tiempo................min, Temperatura...............°C
Temperatura Optima para adicion de Suplemento.............. e
o) R .. Adecuado ]
Inadecuado =] Ajuste Ac. Clorhidrico 0.1% O
Ajuste Hidroxido de Sodio 0.1% ]
Meétodo  Cinta pH D pHmetro. D
Consistencia Satisfactorio D Insatisfactorio EI
Humedad Satisfactorio [ Insatisfactorio El
Profundidad del Medio...............mm. Volumen empleado por caja..................ml
Numero de Tubos...........coooooovii. Numero de Cajas.........c...ocoviiiiiinieessiinins

CONTROL DE CRECIMIENTQ

Cepa Control  ATCC {: Satisfactorio ] Insatisfactorio [ ]

CONTROL DE ESTERILIDAD

24 hrs  Crecimiento Presente l:l Crecimiento Ausente D
48 hrs  Crecimiento Presente {:] Crecimiento Auscnlc D
72 hrs Crecimiento Presente E] Crecimiento Ausente D
% de lote utilizado.............% Namero de Cajas...........o.ocooovooeoooo
Lote Aceptado I:l Lote Rechazado l:l

Bibliografia
1. WHO/CDS/CSR/RMD/2003.6
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Anexo N2

AGAR THAYER MARTIN Hojas # 1 de 2

Fundamento

El medio de Thayer Martin es un medio selectivo que contiene antibidticos (VCN) los
cuales van a inhibir el desarrollo de otros microorganismos como cocos Gram positivos,
bacilos Gram negativos y hongos. Con lo cual solo desarrollan los diplococos Gram

negativos del tipo Neisseria.

Material

Placa de agar Thayer Martin
Estufa de CO, a 35°C
Hisopo

Asa bacteriologica

Procedimiento

Tomar la muestra con hisopo, sembrar en la placa en forma de “Z”, haciendo girar el
hisopo, estriar con ayuda de un asa bacterioldgica.

Incubar en microaerofilia y observar a las 24 a 48 horas.

Lectura

Observar desarrollo de las colonias a las 24 a 48 horas.

Interpretacion

La presencia de colonias como gotas de rocio.

Control de calidad

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226
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AGAR THAYER MARTIN

Hojas # 2 de 2

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
CONTROL DE CALIDAD DE MEDIOS DE CULTIVO
AGAR THAYER MARTIN

Fecha de Preparacién 517 IRRVINSHSURRSRERMIRIRIRTY | | - [ EEPRSPRNRTPIPON . 1 1 | TN e e
Fecha de Vencimiento TSl L, . . < o o T e T
Medio Preparado: Agar Thayer Martin
08 o | { o e et S AL TSRO
- FORMULA
Base | Vol. a Preparar | Base g /L. | Hb. g/l.. - % | Inhibidor mL/%
ESTERILIZACION

AUTOCLAVE
Libras de presion................... Tiempo..................min.  Temperatura................ =
Temperatura Optima para adicion de Inhibidor................. 2C
PHE s Adecuado [}

Inadecuado I:I Ajustec Ac. Clorhidrico 0.1% E

Ajuste FHlidroxido de Sodio 0.1% [

Método Cinta pH |:I pHmetro. C]
Consistencia Satisfactorio D Insatisfactorio I:'
Humedad Satisfactorio |:| Insatisfactorio D
Numero de Cajas obtenidas................................
CONTROL DE CRECIMIENTO
CepaControl ATCC [ ] Satisfactorio 1 Insatisfactorio [
CONTROL DE ESTERILIDAD
24 hrs Crecimiento Presente D Crecimiento Ausente D
48 hrs Crecimiento Presente I:' Crecimiento Ausente i:l
72 hrs Crecimiento Prescnte D Crecimiento Ausente [:l
CONTROL DE INHIBICION
CepaControl ATCC [ ] Satisfactorio [ Insatisfactorio  []

% de lote utilizado...............%

Lote Aceptado

OBSERVACIONES ... ...
FIRMA DEL RESPONSABLE

Bibliografia

PAMIErO i d e CalBS: v divssavisasisasivit fasm s s iianss

Lote Rechazado

1. David H. Martin; Clinicas médicas de Norteamérica “Enfermedades de

Transmision Sexual”; nueva editorial internacional S.A. de C.V.; colonia

Atrampa, 06450, México, D.F; 1991.

2. Deanna Grimes; Enfermedades Infecciosas; Mosby, division de Times Mirror

de Espafia, S.A.; 1994.
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Anexo N3

INCUBACION Hojas #1de 1

Se incubo en la estufa de la Unidad de Investigacion del Laboratorio Nacional de
Referencia en Bacteriologia Clinica INLASA.

La microaerofilia (5 — 10% de CO,) se logro introduciendo una vela en la jarra y la
humedad mediante un pequefio frasco con agua
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Aneo N'4

OBSERVACION MACROSCOPICA DE LAS COLONIAS Hojas#1de 1
DE Neisseria gonorrhoeae

Colonias de un cultivo puro de Neisseria gonorrhoeae

Caracteristicas
Las colonias son convexas, brillantes, prominentes, mucoides, semejan a gotas de rocio,

desarrollan de 18 a 24 horas después del aislamiento primario.
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Aneo N°

TINCION GRAM Hojas # 1 de 2

Fundamento

En las bacterias Gram positivas (acidos teicoicos y magnesio) el cristal violeta se fija a
la pared celular y con la accion del lugol (mordiente) se produce el cristal violeta-yodo,
el cual es resistente a la decoloraciéon con alcohol acetona.

El decolorante en las bacterias Gram negativas actiia como un solvente de los lipidos
presentes en los poros de la pared que aumentan de tamano liberando en complejo cristal

violeta-yodo, tomando la bacteria el colorante de contraste (safranina).

Materiales

Bacteria para tincion Gram
Cristal violeta
Lugol
Alcohol-Acetona
Safranina

+  Solucidn fisioldgica estéril
Controles:

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922

4 4 4 4 4

Procedimiento

Suspender las colonias en una gota de solucion fisiologica, en un porta objetos

Dejar secar al medio ambiente

Fijar a la llama del mechero (pasar tres veces por la llama soportando la temperatura en
el dorso de la mano)

Cubrir el porta con cristal violeta ~ por Imin
Lavar con agua

Cubrir con lugol por 1 min
Lavar con agua

Cubrir con alcohol-acetona por 1 min
Lavar con agua

Cubrir con safranina por 1 min
Lavar con agua y dejar secar

Lectura

Realizar la lectura en microscopio con aceite de inmersion (objetivo de inmersion).
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TINCION GRAM Hojas # 2 de 2

Interpretacion
Staphylococcus aureus da una coloracion violeta Gram positivo
Echerichia coli de una coloracion rosada Gram negativo

Neisseria gonorrhoeae

Diplococos Gram negativos, con los lados adyacentes arrifionados

Bibliografia

1. Mins, Playfair, Roitt, Wakelin, Williams; Microbiologia Médica; editorial
Diorki, servicos Integrales de Edicion. General Moscardo, 30 Madrid — Espaiia;
1995.

2. David H. Martin; Clinicas médicas de Norteamérica “Enfermedades de
Transmision Sexual”; nueva editorial internacional S.A. de C.V.; colonia
Atrampa, 06450, México, D.F; 1991.

3. Deanna Grimes; Enfermedades Infecciosas; Mosby, division de Times Mirror

de Espana, S.A.; 1994.
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Anexo N°6

OBSERVACION MICROSCOPICA DE LAS COLONIAS Hojas#1de 1

DE Neisseria gonorrhoeae

Tincion Gram de Neisseria gonorrhoeae

Caracteristicas
Son diplococos Gram negativos en forma de rifidn.
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Anexo N'7

PRUEBA DE LA CITOCROMO OXIDASA Hojas # 1 de 2

Fundamento

Los citocromos son proteinas que forman parte de algunas cadenas transportadoras de
electrones (hidrogeno) al oxigeno con la formacion de agua, propias del metabolismo
respirador. El sistema citocromo se encuentra en microorganismos aerobios,
microaerofilicos y anaerobios facultativos, de tal forma que la prueba de la oxidasa es
importante para identificar microorganismos que carecen de la enzima o son anaerobios
estrictos. La prueba tiene su utilidad para diferenciar colonias sospechosas de pertenecer
a alguna de las Enterobacteriaceae (todas negativas) y para identificar las colonias
sospechosas de pertenecer a otros géneros como: Neisserias, Aeromonas, Pseudomonas,
Campylobacter, Helicobacter y Pasteurela que son positivas.

La prueba de citocromo oxidasa utiliza ciertos colorantes como el que sustituye al
oxigeno como aceptor artificial de electrones. En estado reducido el colorante es
incoloro; sin embargo, en presencia de citocromo oxidasa y oxigeno atmosférico la p-

fenilendiamina se oxida y forma azul de indofenol.

0
()

NLM)

0 00~00
0, +< /\2 \5(\{ H,0

N, N-dimetil-p-  q-naftol Azul de indofenol
fenilendiamina
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PRUEBA DE LA CITOCROMO OXIDASA Hojas # 2 de 2

Materiales
1. Disco de Oxidasa (Difco).
2. Colonias bacterianas

3. Aplicador de madera o plastico

Control de calidad

Control positivo: Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922
Procedimiento

Realizar la prueba a partir de un cultivo de 18 a 24 horas, de un medio que no contenga
azucares.
+ Humedecer el disco con agua destilada estéril.
+ Colocar la colonia sobre el disco con aplicador de madera o plastico
Lectura
Observar el cambio de color a los pocos segundos

Interpretacion

El desarrollo de un color morado a parpura indica una reaccion positiva.
La ausencia de color indica una reaccion negativa.

Neisseria gonorrhoeae

Da una prueba positiva a la oxidasa, por lo tanto se observa una presencia de color

violeta a los pocos segundos.

Bibliografia

1. Marisol Albarracin Lopez; Manual de Bacteriologia de Infecciones de
Transmision Sexual, Editorial Offset Boliviana Ltda. “EDOBOL”, La Paz —
Bolivia; 2001.

2. Mac Faddin; Pruebas Bioquimicas para la Identificacion de Bacterias de
Importancia Clinica, Editorial Médica Panamericana, México, D.F: 1990.

3. Konemen Elmer; “Diagnostico Microbiolégico” ED Panamericana, 5ed,

Madrid Espaia. 2001.
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Anexo N°

PRUEBA DE SUPEROXOL Hojas # 1 de 2

Fundamento

La catalasa es una enzima producida por Neisseria gonorrhoeae, desdobla el peroxido
de hidrogeno (H,O;) en agua y oxigeno (H,O, y O,). Es una proteina de estructura
similar a la hemoglobina, excepto por que los cuatro atomos de hierro de su molécula
estan en estado oxidado (Fe®™), en lugar del estado reducido (Fe™). Excepto los
estreptococos la mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas poseen

actividad catalasa.

El peroxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales de oxidacion del
metabolismo aerobio de los hidratos de carbono. Si se permite que se acumule, resulta
letal para las células bacterianas. La catalasa convierte el peroxido de hidrogeno en agua
y oxigeno segun la siguiente reaccion:

2H,0p ——— 2H,0+ O,
Material
1. Peroxido de hidrogeno al 30% almacenado en botella de color &mbar

2. Cultivo de 18 a 24 horas de Neisseria gonorrhoeae a probar

Control de calidad

Control Positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923
Control Negativo: Escherichia coli ATCC 25922

Procedimiento

Con una ansa de platino, recoger colonias del cultivo puro del microorganismo en
estudio sobre la superficie de un porta objetos. Agregar una gota de peroxido de
hidrogeno.

Lectura

Observar la produccion abundante de burbujas
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PRUEBA DE SUPEROXOL
Hojas # 2 de 2

Interpretacion

La aparicion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia constituye una reaccion
positiva, debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas de la catalasa que
pueden descomponer el peroxido de hidrogeno.

La formaciéon de pequenas burbujas después de 20 a 30 segundos no se considera un
resultado positivo. Se debe Tener mucho cuidado cuando se trabaja con medios de

cultivo que poseen sangre.

Bibliografia
1. Konemen Elmer; “Diagnostico Microbiologico” ED Panamericana, Sed,

Madrid Espana. 2001.
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Anexo N°

FERMENTACION DE AZUCARES Hojas # 1 de 2

Fundamento

Determinar la capacidad del microorganismo de fermentar (degradar) un hidrato de
carbono especifico incorporado a un medio basico, produciendo 4cido o 4cido con gas
visible. Este medio tiene como indicador el rojo fenol, el cual es rojo en pH alcalino y

amarillo cuando el pH es menor a 6.8.

Material
Tubos con azucares (soluciones al 1%)
- Glucosa
- Lactosa
- Maltosa
- Sacarosa
Tubos de solucion fisiologica
Aguja Bacteriologica
Pipetas Pasteur
Tubo con base CTA

Cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacion en agar chocolate

Control: Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226

Procedimiento

Realizar una suspension de las colonias

Sembrar con una pipeta Pasteur entre 3 a 5 gotas en cada tubo que contenga cada uno de
los azucares

Con la ayuda de una aguja bacterioldgica perforar el medio para que se introduzca la
suspension

Incubar a 35°C durante 24 horas
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FERMENTACION DE AZUCARES Hojas # 2 de 2

Lectura

Observar el cambio de color

Interpretacion

La presencia de un color amarillo indica una fermentacién positiva

La presencia de un color rojo indica que no hubo una fermentacion y es negativo.

Neisseria gonorrhoeae

Glucosa +
Lactosa -
Maltosa =

Sacarosa -

Bibliografia
1. Marisol Albarracin Loépez; Manual de Bacteriologia de Infecciones de
Transmision Sexual, Editorial Offset Boliviana Ltda. “EDOBOL”, La Paz —
Bolivia; 2001.
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Aexo K10

GONOCHEK-II

Hojas #1 de 3

Fundamento

Cada uno de los tres sustratos cromogénicos contenidos en los tubos reactivos

Gonochek-II, produce un color distintivo en la hidrdlisis. La hidrélisis del 5-bromo-4-

cloro-3-indol-B-galactésido o la beta —galactosidasa , produce un color azul, lo cual

significa un presuntivo resultado positivo para Neisseria lactamica. El sustrato gamma-

glutamil-aminopeptidasa para hidrdlisis, da un color amarillo, el cual es un resultado

positivo para Neisseria meningitidis. La hidrolisis de la L-prolil-4-metoxinaftilamida por

la prolilaminopeptidasa, libera un derivado, la beta-naftilamida, el cual forma un

complejo con el tinte diazo (desarrollador del color), presente en la tapa roja de tubo

reactivo Gonochek-II, para producir un color rosado/rojo, el cual es un presuntivo

resultado positivo para Neisseria gonorrhoeae.

Material

Solucidn fisiologica

Cultivo bacteriano de 18 a 24 horas
Ansa bacteriologica

Pipetas Pasteur

Tubos reactivos Gonochek-11
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GONOCHEK-II Hojas #2 de 3

Control de calidad

Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424
Neisseria meningitidis ATCC 13077
Neisseria lactamica ATCC 23970
Procedimiento

0] Remove paired caps @ Inoculate Reagent
and add 4 drops of Tube with 5-10

phosphate buffer colonies
%
U = u i “J = i @ Recap tube and incubate
30 minutes at 37°C.
v
@ Observe color changes
v v v
Presumptive N. lactamica Presumptive N. meningitidis

COLORLESS YELLOW

:

- [-_~] D © IfNOCOLOR CHANGE: |
Remove and discard white cap and
recap tube with red cap.

y

Presumptive

I Presumptive
N. ganorrhoeae porrd M. catarrhalis
L]

® Invert tube.
Color change will be immediate -
PINK/RED if N. gonorrhoeae is present YELLOW/ORANGE
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GONOCHEK-II

Hojas #3 de 3

Lectura

Observar el cambio de color

Interpretacion

El cambio de coloracion en el tubo a azul indica presuntivo resultado positivo para N.

lactamica. Un color amarillo indica un presuntivo resultado positivo para N.

meningitidis. La formacion de un color rosado/rojo indica un presuntivo resultado

positivo para N. gonorrhoeae.

Bibliografia

1. KONEMAN, E. Diagnostico Microbioldgico. Ed. Panamericana. 6 ed. Bs.

Aires Argentina. 2008.

120




Aexo N1

PRUEBA DE LA BETA-LACTAMASA Hojas # 1 de 2

Fundamento

Los antibidticos beta lactamicos actiian sobre la pared bacteriana como agente
bacteriostatico y luego bactericida.

Este efecto antimicrobiano se ve limitado por algunos microorganismos que producen
beta-lactamasa entre los cuales tenemos al H. influenzae, estas enzimas rompen el anillo
beta-lactdimico con la produccion del 4cido penicilinoico, lo que produce muchos
fracasos terapéuticos con el uso de penicilinas, ampicilinas cefalosporinas.

El método cromogénico se basa en el cambio de color de amarrillo a rojo de una
cefalosporina cromogénica (nitrocefina) cuando la fraccion amida del compuesto unida

al anillo beta-lactdmico es hidrolizado por la beta-lactamasa.

Material

Agua destilada

Discos de cefalosporina cromogénica (BBL)
Cultivo bacterioldgico de 18 a 24 horas

Aplicador de plastico o madera

Control de calidad

Control positivo: Staphylococcus aureus ATCC 29213

Control negativo: Neisseria gonorrhoeae ATCC 29216
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Procedimiento

Colocar el disco en un porta objetos y humedezca el disco con una gota de agua
destilada.
Con e aplicador, remover una colonia bien aislada y frotarla sobre la superficie del

disco.
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PRUEBA DE LA BETA-LACTAMASA Hojas # 2 de 2

Lectura

Observar el cambio de color sobre la superficie del disco.

@

| “ 3

Interpretacion

La presencia de un color rosado en la superficie del disco indica un resultado positivo,
es decir que el microorganismo estudiado produce Beta-lactamasa.

La ausencia de un cambio de color en el disco indica un resultado negativo.

Bibliografia
1. Marisol Albarracin Lopez; Manual de Bacteriologia de Infecciones de

Transmision Sexual, Editorial Offset Boliviana Ltda. “EDOBOL”, La Paz —
Bolivia; 2001.
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Aewo K12

PRUEBA DE DIFUSION CON DISCO Hojas #1 de 1
ESTANDARIZACION

Rango de tamafio de zona de inhibicién (mm) aceptable para la cepa de referencia de

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (método de difusion con disco)

Antimicrobianos Contenido del disco Rango

Penicilina 10U 26 - 34
Tetraciclina 30 ug 30-42
Ceftriaxona 30 ug 39-51
Ciprofloxacina Sug 48 - 58
Espectinomicina 100 pg 23-29

Criterios para la interpretacion de la susceptibilidad in vitro de Neisseria gonorrhoeae a

los antimicrobianos (método de difusion con disco)

Sensibilidad
Antimicrobianos Resistente disminuida Susceptible
Penicilina <26 27 —46 >47
Tetraciclina <30 31-37 > 38
Ceftriaxona <* -k >35
Ciprofloxacina <27 28 —40 >41
Espectinomicina <14 15-17 > 18

* Criterio para susceptibilidad disminuida y resistencia a estas drogas no disponible alin.

Fuente: CLSI 2008.1
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Aoexo K13

DIAMETROS DE INTERPRETACION DE
RESISTENCIA CROMOSOMAL O PLASMIDICA

Hojas#1de 1

RESISTENCIA
PPNG (mm) TRNG (mm) | CMRNG (mm)
PENICILINA <19 cefinase (+) - 19 hasta <26
TETRACICLINA - <19 19 hasta <30

Fuente: CLSI 2008.1
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Aexo K14

RECOLECCION DE DATOS Hojas #1 de 1

ENCUESTAS

Fecha de recoleccion de de 1a muesStra: .vveeeeeeieereeeeneieeeseeeeseeeeecsecsssennns
COdigo de HoC: vonviniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiitietiecetatiectecntescsscnecncnns

Diagnostico CliNICO...cccviiuiiiiiiiiniiiiiiiiniiiiiiiitiiiiiiieiiiatciercitstosnscsnssennees
Antecedentes del Paciente:

Nivel de instruccion:

[INinguna []Primaria []Secundaria []Superior []Técnico []Bachiller
Profesion / Ocupacion:

] Estudiante (] Ama de casa [] Trabajo varios

TSC: L]Si [1No

Estado civil:

[ISoltero [ Casado [IDivorciado

Otras ITS:
[ INinguna [1Sifilis []Gonorrea [Herida genital []otras

Recibe tratamiento:

L1Si [1No
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Aexo K15

FICHAS DE RESULTADOS

Hojas#1de 1

FICHA DE RECEPCION DE CEPAS

Codigo de Origen:

Codigo de recepcion:

Lab/Hosp. Origen:

Fecha de recepcion:

Responsable:

1. IDENTIFICACION DEL PACIENTE

SEXO MASCULINO |:|

LUGAR DE PROCEDENCIA

FEMENINO [ ] EDAD [__]

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

2. ANTECEDENTES DE CEPA

MUESTRA DE ORIGEN:

URETRAL [_]

3. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

OXIDASA |:|

CERVIX [ |

SUPEROXOL |:|

CONJUNTIVAL[ ]

PPNG |:]

PRUEBA DE AZUCARES
Glucosa GONOCHEK I !
Lactosa
Sacarosa
Maltosa
ANTIBIOTICO | LECTURA | INTERPRETACION
(mm) R | S
Penicilina 10U1
Tetraciclina 30ug

Ceftriaxona 30pg

Ciprofloxacina Spg

Speclinomicina 100ug
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