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RESUMEN

Neisseria gonorrhoeae multirresistente es un problema de salud publica
emergente a nivel mundial. Se desconocen datos actualizados sobre la
circulacion de cepas de gonococos resistentes a los antibiéticos a nivel local,
por ello, este trabajo se orient6 a determinar la sensibilidad antimicrobiana de
8 aislamientos clinicos de N. gonorrhoeae provenientes de pacientes con
diagnostico de gonococia que acudieron a dos servicios de ITS en Mérida —
Venezuela, durante el periodo abril a junio 2017. Se emple6é el método de
difusién en disco a los antibidticos: penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina,
gentamicina, cefixime y ceftriaxone; se evalué la concentraciébn minima
inhibitoria a la penicilina por el método E-test. La interpretaciéon de los
resultados se realizé segun los criterios aprobados por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), a excepcion de la gentamicina
Cuyos puntos cortes son tentativos. Del total de cepas estudiadas, 7 resultaron
resistentes a la penicilina, 6 fueron resistentes a la ciprofloxacina, 5
demostraron resistencia a la tetraciclina y una cepa fue resistente a la
gentamicina. En cuanto a ceftriaxone y cefixime, todos los aislamientos fueron
sensibles. Se detectaron 5 patrones de sensibilidad diferentes en la unidad de
estudio seleccionada. Los resultados demuestran que ceftriaxone y cefixime
pueden ser utilizados como terapia de primera linea contra la gonorrea;
mientras que, la penicilina, ciprofloxacina y tetraciclina no se deben indicar con
este fin. La gentamicina se perfila como tratamiento alternativo contra
gonococos resistentes; no obstante, se requieren mas estudios dirigidos a
certificar su uso dentro del esquema terapéutico contra la gonococia.

Palabras claves: Neisseria gonorrhoeae, susceptibilidad, resistencia,
antimicrobianos, difusion del disco, E-test.



INTRODUCCION

Neisseria gonorrhoeae es un diplococo gramnegativo, reniforme, movil,
aerobio, intracelular que infecta estrictamente al hombre, siendo transmitido
por contacto sexual o via vertical en el canal de parto. Es el agente causal de
la gonorrea que constituye la segunda Infeccion de Transmision Sexual (ITS)
de etiologia bacteriana mas prevalente y de notificacion obligatoria, después
de las ocasionadas por Chlamydia trachomatis (Ryan y Ray, 2011). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio se producen
106 millones de nuevos casos de gonorrea en el mundo, con un importante
namero de asintomaticos que pasan inadvertidos y constituyen un reservorio
silencioso de esta infeccion (OMS, 2012).

Las infecciones producidas por N. gonorrhoeae se han convertido en un
grave problema de salud publica, tanto en paises desarrollados como en
paises en via de desarrollo, debido a las altas tasas de resistencia a los
antimicrobianos desarrollado por este patégeno y que han significado la
pérdida de utilidad de diversas drogas como sulfonamidas, penicilinas y
tetraciclinas (Tibebu, Shibabaw, Medhin y Kassu, 2013).

Hasta hace pocos afios, las quinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion tenian actividad contra cepas de N. gonorrhoeae; sin embargo, en
diferentes paises del mundo ya se han reportado gonococos resistentes al
grupo de las quinolonas; de igual modo, se han registrado fallas en el
tratamiento con cefalosporinas de tercera generacion de administracion oral,
observandose una elevacién de la Concentracidon Minima Inhibitoria (CMI) a
este grupo de antibioticos (Tibebu y cols., 2013).

Hoy en dia, las opciones terapéuticas contra la gonorrea son limitadas, a
tal punto, que los organismos encargados de la vigilancia y control de
enfermedades infecciosas advierten sobre la posibilidad de que la infeccion

gonococica se convierta en una enfermedad incurable. En consecuencia, se



ha propuesto la utilizacion de otros farmacos como gentamicina, ertapenem,
asociaciones de macrélidos y rifampicina, aunque por los momentos estan en
proceso de investigacion y no se preve su uso a corto plazo (Diaz, Herrando y
Diez, 2013).

La investigacién de la susceptibilidad antimicrobiana no se practica de
rutina en muchos centros asistenciales, debido en gran parte a las exigencias
del microorganismo, lo cual representa un alto gasto econdmico a los
laboratorios; es por ello, que no se cuente con datos sobre la resistencia de N.
gonorrhoeae a nivel local ni regional.

En virtud de la emergencia de cepas de N. gonorrhoeae resistentes a los
antibioticos a nivel mundial y la falta de informacién sobre el perfil de
sensibilidad antimicrobiana de N. gonorrhoeae en el estado Mérida
(Venezuela) que puedan sustentar el tratamiento empirico de la gonococia, se
propone el presente estudio con la finalidad de describir el patron de
sensibilidad antimicrobiana en aislados de Neisseria gonorrhoeae procedentes
de pacientes que acuden a la consulta de ITS del IAHULA e ITS del Hospital
Il El Vigia, en el estado Mérida-Venezuela, durante el periodo abril 2017 hasta
junio 2017.

El presente trabajo se encuentra estructurado de la siguiente manera: el
Capitulo | incluye el planteamiento del problema, justificacion de la
investigacién, objetivo general, objetivos especificos, asi como los alcances y
limitaciones de la misma. El Capitulo Il, contiene los trabajos previos de la
investigacion, antecedentes historicos, bases teoricas, definicion operacional
de términos y operacionalizacidon del evento de estudio. Por otra parte, en el
Capitulo 11l se desarrolla la metodologia a través de la cual se llevé a cabo la
investigacion: tipo de investigacion, disefio de la investigacion, poblacion y
muestra, sistema de variables y la metodologia para llevar a cabo la
investigacién. Posteriormente, en el Capitulo IV se realiza el andlisis de los
resultados y la discusién de los mismos, por ultimo, el Capitulo V comprende

las conclusiones y recomendaciones de la investigacion.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

La gonorrea es posiblemente la enfermedad infecciosa en la cual se han
ensayado mayor numero de antimicrobianos a lo largo del tiempo.
Antiguamente, cada nuevo tratamiento incorporado lograba solventar el
problema; sin embargo, en la actualidad ha desaparecido este optimismo y la
resistencia antimicrobiana que desarrolla N. gonorrhoeae permite calificarla
como una amenaza a nivel mundial, a tal punto que la gonococia podria
considerarse, en el futuro, como una Infeccion de Transmisién Sexual (ITS)
incurable (Nabu y cols., 2014).

Segun Figueroa (2013) el problema actual de la gonococia surge a partir
de la década de los 70, cuando N. gonorrhoeae reveld resistencia a la
penicilina, el antibiético de primera linea para la época, inconveniente que
pudo solventarse con el incremento de la dosis; sin embargo, esta medida no
logré evitar la resistencia. Con el pasar del tiempo los gonococos se han
mostrado resistentes a un gran namero de antimicrobianos, incluyendo
penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas y quinolonas.

Actualmente, el tratamiento de primera linea para la gonorrea esta limitado

a las cefalosporinas de tercera generacion tales como ceftriaxone y cefixime.



No obstante, ya se han reportado cepas de N. gonorrhoeae resistentes a estos
antibiéticos (D"Alessandro y cols., 2013).

Ante esta problematica, la OMS emiti6 una alerta epidemioldgica, donde
destaca la necesidad de una vigilancia continua de la sensibilidad de N.
gonorrhoeae frente a los diferentes grupos de antimicrobianos, lo cual
permitird conocer la situacion local facilitando asi la eleccion de una
terapéutica adecuada (Flores, Marquez y Alvarado, 2012).

En Venezuela es poca la informacién disponible sobre los patrones de
sensibilidad antimicrobiana en cepas de N. gonorrhoeae y al igual que en otros
paises los datos reflejan un incremento de la resistencia antimicrobiana; el
desconocimiento sobre la susceptibilidad antimicrobiana de este patdégeno
incide en la falta de esquemas terapéuticos adecuados a la realidad de cada
region geografica, lo cual tiene implicaciones significativas desde el punto de
vista clinico y epidemiologico.

Conviene agregar que aun cuando se siguen adoptando los lineamientos
internacionales para el manejo de las ITS con caracteristicas clinicas
compatibles con la gonococia, la escasez de drogas, su alto costo, asi como
la falta de estudios microbioldgicos que permitan la confirmacién de los casos
identificados, son todos elementos que dificultan la vigilancia y control de una
de las ITS mas prevalentes en la sociedad.

En base atodo lo anteriormente expuesto se plantea el siguiente enunciado
holopraxico:

¢, Cual es el patron de sensibilidad antimicrobiana en aislados de Neisseria
gonorrhoeae procedentes de pacientes que acuden a la consulta de ITS del
IAHULA e ITS del Hospital 1l El Vigia, en el estado Mérida-Venezuela, durante
el periodo abril 2017 hasta junio 20177



Justificaciéon de la Investigacion

La importancia del presente trabajo esta plenamente justificada a partir de
la alerta epidemiolégica convocada por la OMS en el afio 2012, donde se
destaca la necesidad de reforzar la vigilancia de la susceptibilidad antibiética
de Neisseria gonorrhoeae, vigilar los fallos del tratamiento y mejorar las
medidas preventivas y el tratamiento oportuno de esta enfermedad. En las
consultas de ITS no es rutinario el aislamiento ni la determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana de este patégeno, pues tales procedimientos,
ademas de complicados, implican un alto costo econémico; en consecuencia,
no se conocen los patrones de sensibilidad antimicrobiana de este agente de
transmision sexual.

Este estudio representa una fuente importante de informacién pertinente
sobre la resistencia de las cepas que circulan en esta area geografica, lo cual
permitira en lo sucesivo tomar acciones para detener la propagacion de la
gonococia resistente. Por otro lado, los resultados de la investigacion derivaran
en un plan de control para el logro de una definicion cabal de las lineas de
actuacion frente a esta problemética a nivel local; asi mismo, permitira, la
evaluacion constante de la eficacia de los tratamientos disponibles.

En el campo cientifico el trabajo aportara datos actualizados sobre el perfil
de sensibilidad antimicrobiana de N. gonorrhoeae y los mecanismos de
resistencia mas prevalentes en la poblacion bacteriana, que podrén servir de
apoyo para futuras investigaciones. Por lo demas, también ofrecera valiosa
informacion a las redes de vigilancia epidemiologica de resistencia a los

antimicrobianos a nivel regional y nacional.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Describir el patron de sensibilidad antimicrobiana en aislados de Neisseria
gonorrhoeae procedentes de pacientes que acuden a la consulta de ITS del
IAHULA e ITS del Hospital 1l El Vigia, en el estado Mérida-Venezuela, durante
el periodo abril 2017 hasta junio 2017

Objetivos Especificos

1. Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria a la penicilina en
aislados clinicos de Neisseria gonorrhoeae.

2. Clasificar fenotipicamente los aislados de Neisseria gonorrhoeae como
sensible, resistente e intermedio en funcion del comportamiento frente
a los antibidticos penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina, cefixime y
ceftriaxone.

3. Establecer los halos de inhibicion de Neisseria gonorrhoeae al disco de

gentamicina de 30 ug.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

Herndndez, Fernandez y Baptista (2010) refieren que el alcance de una
investigacion esta representado por la amplitud y la profundidad del
conocimiento que se quiere saber. Al respecto, el presente estudio tiene un
alto nivel de complejidad, sustentado por la profundidad del abordaje del tema
sobre el estado del arte de la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae, el
desarrollo de las habilidades y destrezas relacionadas con el trabajo de
laboratorio, lo novedoso de los resultados y por ende de su aplicabilidad en el

campo clinico.

Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones fueron basicamente de orden econdmico, dado el alto
costo de los reactivos; asi como, la poca disponibilidad de algunos insumos
por parte de las casas comerciales que operan en el pais. Por otro lado,
algunos factores externos que dificultaron el transporte de muestras hacia el
laboratorio donde se procesaron, lo cual afecté la viabilidad de algunas cepas
obtenidas que no pudieron ser estudiadas. En fin, solo se pudo obtener

recursos para evaluar 9 cepas de N. gonorrhoeae.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Diversos estudios han sido realizados para determinar la sensibilidad y los
mecanismos de resistencia antimicrobiana en N. gonorrhoeae,
proporcionando asi datos que pueden ser Utiles y efectivos para el tratamiento
de la enfermedad.

Bala y cols. (2016a), realizaron un estudio en la India donde evaluaron la
susceptibilidad de 258 aislamientos de Neisseria gonorrhoeae frente a la
gentamicina y cefalosporinas de espectro extenso (CEE), aplicando la
metodologia de E-test. Los resultados obtenidos revelaron que el 60,1% de las
cepas fueron multidrogo-resistentes (MDR); mientras que, el 5% present6
sensibilidad disminuida a las CEE. Entre ellos, el 84,5% de los gonococos
MDR y el 76,9% de las cepas con susceptibilidad disminuida a las CEE fueron
susceptibles a la gentamicina y no se presentd resistencia a este Ultimo
antimicrobiano en ningun aislamiento MDR. Estos resultados permitieron
concluir que la gentamicina podria ser tomada en cuenta como una opcién de
tratamiento eficaz para las cepas MDR o en la terapia dual para la gonococia,
considerando que es esencial la investigacion adicional sobre la respuesta al

tratamiento clinico.



Cobo, Cabezas y Cabeza (2016) en Espafia, determinaron la produccion
de B- lactamasa en 65 cepas de N. gonorrhoeae a través de la prueba de
cefinasa; ademas, estudiaron el perfil de sensibilidad frente a los antibidticos
penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina, ceftriaxone, cefixime, azitromicina y
espectinomicina por el método de dilucion en agar. La frecuencia de la
resistencia in vitro fue de 61,2% tanto a la penicilina como a tetraciclina, 64,6%
a la ciprofloxacina y 13,8% a la azitromicina; la resistencia a las cefalosporinas
de tercera generacion fue del 1,5%. Todos los aislamientos fueron sensibles a
la espectinomicina. De igual manera, el 18,5% correspondié a cepas de N.
gonorrhoeae productoras de penicilinasa (NGPP). Con tales datos se
demostré que los antibidticos penicilina, tetraciclina y ciprofloxacina no son
recomendados como tratamiento, pues podria presentarse falla terapéutica.

Lebedzeu y cols. (2015) realizaron un estudio en Bielorrusia, para evaluar
la produccién de B- lactamasa a través del método de cefalosporina
cromogeénica y determinar la susceptibilidad antimicrobiana de 193 cepas de
N. gonorrhoeae frente a la penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina, ceftriaxone,
cefixime, espectinomicina y azitromicina mediante el método de E-test, con la
finalidad de orientar el tratamiento empirico de la enfermedad. Los resultados
afirmaron que en un 0,5% de las cepas hubo produccién de B-lactamasa y se
observé resistencia a la penicilina en 9%, a la tetraciclina en 36%, a la
ciprofloxacina en 28%, a la azitromicina en 5% y al cefixime en 0,5%; asi
mismo, el 100% de los aislamientos presenté sensibilidad a ceftriaxone y
espectinomicina. En conclusion, la penicilina, tetraciclina y ciprofloxacina no
deben usarse en la terapéutica inicial y es necesaria una evaluacion constante
de los patrones de sensibilidad de N. gonorrhoeae para garantizar la
terapéutica adecuada y evitar la propagacion de la resistencia bacteriana.

Lee y cols. (2015) desarrollaron una investigacion en Corea del Sur para
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana de 210 aislamientos de N.
gonorrhoeae a los antibioticos penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina,

ceftriaxone, azitromicina, cefpodoxima, cefixime y espectinomicina utilizando



la metodologia de dilucion en agar. Los resultados obtenidos demostraron
resistencia a la ciprofloxacina en 97% de los casos, a la tetraciclina en 50%, a
la penicilina en 29% y a la cefpodoxima, ceftriaxone, cefixime y azitromicina
en 8%, 3%, 9% y 5% respectivamente. EI 100% de los aislamientos
presentaron sensibilidad a la espectinomicina. La reciente aparicion de cepas
resistentes a las cefalosporinas de espectro extenso (ceftriaxone y cefixime),
es una preocupacion importante que indica la necesidad de una mayor
vigilancia de la resistencia antimicrobiana para prevenir la transmision de estas
cepas.

En Belo Horizonte, Brasil, Bedeschi, Pietra, Vieira, Preta y Teixeira (2013)
llevaron a cabo una investigacion cuyo objetivo era evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana de 201 aislamientos de N. gonorrhoeae frente a los
antimicrobianos  azitromicina, cefixime, ceftriaxone, ciprofloxacina,
cloranfenicol, penicilina, tetraciclina y espectinomicina, mediante los métodos
de difusién en disco y CMI. Entre los resultados destaca que el 4,5% de los
aislamientos revelo resistencia a la azitromicina, el 21,4% a la ciprofloxacina 'y
el 11,9% al cloranfenicol; de igual forma, se observl un 22,4% de resistencia
a la penicilina y 32,3% a la tetraciclina. También se detectd sensibilidad en
100% de los aislamientos a cefixime, ceftriaxone y espectinomicina y se
evidencido sensibilidad intermedia en 17,9% a la azitromicina, 4% a la
ciprofloxacina, 16,9% al cloranfenicol, 71,1% a la penicilina y 22,9% a la
tetraciclina. Los gonococos presentaron resistencia a la penicilina mediada por
plasmidos en un 14,5% vy a la tetraciclina en 11,5%. Los resultados muestran
qgue la penicilina, la tetraciclina, el cloranfenicol y la ciprofloxacina no son
apropiados para el tratamiento de la gonorrea y recomiendan precaucion en el
uso de la azitromicina.

En Cumand, Venezuela, Flores y cols. (2012) evaluaron la produccion de
B-lactamasa en 20 aislados de N. gonorrhoeae mediante el método de la
cefalosporina cromogénica y determinaron la susceptibilidad antimicrobiana

de las cepas por el método de difusion en disco a los antibidticos penicilina,
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ceftriaxone, cefoxitin, tetraciclina y ciprofloxacina. Entre los resultados
obtenidos se encontré produccién de B-lactamasa en el 89,5% de los casos y
resistencia antimicrobiana en mas del 90% tanto a la penicilina como a la
tetraciclina; también se evidencié sensibilidad en un 100% al ceftriaxone y
cefoxitin y en un 75% a la ciprofloxacina. Estos datos sugieren el uso de
ceftriaxone y cefoxitin como antibiéticos de primera linea para tratar la
gonorrea; asi mismo, se recomienda no emplear la ciprofloxacina como
tratamiento empirico si no estan disponibles los resultados de las pruebas de

sensibilidad.

Antecedentes Historicos

La gonorrea, una de las infecciones de transmision sexual mas estudiada
en los ultimos afios, se encuentra ampliamente distribuida en el mundo y
parece haber sido reconocida desde los tiempos biblicos. Galeno en el afio
130 a.C. asigno el término “gonorrea” del griego salida de flujo o semilla, por
la consideracion errénea de la secrecion purulenta como una espermatorrea
(Conde y Uribe, 1997). Esta entidad clinica es causada por la bacteria
Neisseria gonorrhoeae, descubierta en 1879 por el dermatélogo y bacteriélogo
aleman Albert Neisser, quien la detecto a partir de exudados de pacientes con
uretritis y oftalmia neonatal (Pardi, Pérez, Pacheco y Mata, 2004).

El aislamiento in vitro de la bacteria fue realizado por primera vez en 1882
por Leistikow y Loeffler. En 1884 se facilit su identificacion gracias al
bacteriélogo danés Hans Christian Gram a través de la tincidon conocida como
coloracion de Gram. En 1885 Ernest Bum aisla el microorganismo en un medio
artificial y pudo demostrar la relacion etiolégica mediante la inoculacién en

personas voluntarias. Aflos mas tarde, los estudios del fisi6logo John Hunter
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permitieron diferenciar la gonorrea de la sifilis (Conde y Uribe, 1997; Pardi y
cols., 2004).

N. gonorrhoeae es un microorganismo que con el tiempo ha desarrollado
notable resistencia a los antimicrobianos y frente al cual se han ensayado
numerosos tratamientos para combatirlo. No fue sino hasta la década de 1930
que se logro resolver el problema con el descubrimiento de las sulfonamidas
y luego de la penicilina en 1948 (Flores y cols., 2012).

A finales de la década de 1950 se detectd un aumento de la resistencia a
la penicilina, por lo cual se elevo la dosis terapéutica para lograr inhibir el
crecimiento del patégeno. Sin embargo, aparecieron nuevos reportes de
fracasos terapéuticos y en 1970 se considerd el uso de la tetraciclina y la
espectinomicina como alternativas terapéuticas. Progresivamente, estos
antimicrobianos fueron abandonados como primera linea de eleccién al no
lograrse los resultados esperados, pues en 1972 el tratamiento con una Unica
dosis de tetraciclina mostro inefectividad y desde 1973 se han reportado cepas
resistentes a la espectinomicina (Llorente, Sosa, Llanes, Pérez y Hernandez,
2002; Flores y cols., 2012).

En 1985 el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los
Estados Unidos incluyd ceftriaxone como terapia de primera linea para el
tratamiento de la gonorrea y en 1993 recomendo el uso de las fluoroquinolonas
(ciprofloxacina). No obstante, en 2007 surgieron cepas resistentes a este
grupo de antimicrobianos, y el tratamiento con quinolonas dejé de ser
recomendado. Hacia el afio 2012 los protocolos para el tratamiento de la
gonococia tanto europeos como americanos recomendaron el uso de
cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxone o cefixime). Sin embargo, el
uso de cefixime ha mostrado crecientes fallos terapéuticos, por lo cual
actualmente se le recomienda s6lo como alternativa al ceftriaxone y no como

farmaco de primera linea (Diaz y cols., 2013; Flores y cols., 2012).

12



Bases Teodricas

Generalidades de Neisseria gonorrhoeae

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por
fision binaria, son estructuralmente simples, pero rodeadas de una pared
celular compleja que permite clasificarlas en grampositivas y gramnegativas
segun posean una gruesa o delgada capa de peptidoglicano, respectivamente
(Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2009).

Las especies de Neisseria son diplococos gramnegativos, aerobios, cuyos
lados adyacentes se aplanan adoptando una morfologia similar a la de un
grano de café. Son bacterias inmadviles, no esporuladas, caracterizadas por
producir &cido mediante la oxidacion de carbohidratos y ubicadas
taxondmicamente en la familia Neisseriaceae (Tabla 1) (Murray y cols., 2009;
Prats, 2013).

Tabla 1. Taxonomia del Género Neisseria

Taxon Nomenclatura

Reino Bacteria

Orden Neisseriales

Familia Neisseriaceae

Género Neisseria

Especies patdgenas N. gonorrhoeae, N. meningitidis

Fuente: Prats, 2013.
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Neisseria gonorrhoeae, agente causal de la gonorrea, tiene requerimientos
nutricionales exigentes y se identifica por oxidar unicamente la glucosa vy
producir enzimas como la catalasa y la oxidasa. Su crecimiento optimo es a
temperaturas entre 35°C y 37 °C, con atmosfera hiumeda suplementada con
CO2 (Murray y cols., 2009).

Factores de Virulencia

Segun Ryan y Ray (2011), una vez que el patégeno se instala en su
hospedero las defensas del individuo determinan si ocurrirA o no una
enfermedad; sin embargo, el patdgeno puede presentar o desarrollar ciertas
caracteristicas que le permiten escapar o evadir el sistema inmune y causar
enfermedad, lo cual se define como “factores de virulencia”.

Las bacterias gramnegativas se caracterizan por poseer una membrana
externa que conforma la pared celular y un espacio denominado periplasmico
comprendido entre la superficie interna de dicha membrana y la superficie
externa de la membrana citoplasmatica, donde se encuentran muchos de los

factores de virulencia liticos de las especies patégenas (Murray y cols., 2009).

Lipopolisacaridos (LPS)

Son endotoxinas ubicadas en la membrana externa de las bacterias
gramnegativas constituidas por tres zonas estructurales: lipido A, responsable
de la actividad endotoxica; la region central del polisacarido y un antigeno
somatico O. En el caso de los gonococos existe una variante estructural que
carece del antigeno O, por lo cual este LPS recibe la denominacion de
Lipooligosacarido (LOS) que es expulsado en grandes cantidades durante el
crecimiento bacteriano, a través de la liberacion espontanea de fragmentos de
membrana externa que resultan téxicos para la mucosa genital y otros tejidos

del organismo (Murray y cols., 2009; Winn y cols., 2008).
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Proteinas de Membrana Externa

Son aquellas proteinas que se ubican en la superficie de la membrana externa
de la pared celular de los gonococos, y entre ellas suelen describirse los
siguientes grupos:

Proteina Por (proteina I). Representan un grupo de proteinas integrales que
forman poros o canales que permiten el paso de nutrientes al interior de la
célulay la salida de los productos de desecho. Es una porina termoestable que
se expresa en los gonococos bajo dos formas llamadas PorA (PIA) y PorB
(PIB), las cuales estan relacionadas, pero son inmunolégicamente distintas;
estas proteinas facilitan la supervivencia intracelular ya que evitan la fusion
fagosoma-lisosoma en los leucocitos polimorfonucleares. Una cepa de N.
gonorrhoeae posee una de estas dos proteinas integrales, pero nunca ambas
(Winn y cols., 2008).

Proteinas Opa (proteina Il). Son proteinas transmembranales que
incrementan la adherencia de N. gonorrhoeae a las mucosas y a las células
fagociticas y desempefian una importante funcibn en la sefalizacién
intercelular. Las células que expresan las proteinas Opa tienen un aspecto
opaco cuando crecen in vitro, de alli su denominacion (Murray y cols., 2009;
Zuaiiga, 2010).

Proteina Rmp (proteina Ill) o proteinas de reduccion modificable. Desde el
punto de vista antigénico esta proteina se conserva en todos los gonococos y
protege a los antigenos de superficie (proteinas Por y LOS) de los anticuerpos
bactericidas del suero humano (Pardi y cols., 2004).

Proteinas de Enlace al Hierro (fbp). ElI hierro es un componente
indispensable para el desarrollo y metabolismo bacteriano, por lo cual, N.
gonorrhoeae compite con el anfitrion humano mediante la union de estas
proteinas a la transferrina, lactoferrina y hemoglobina en la adquisicién del
hierro (Castro, 2014).
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Pilis o Fimbrias

Son estructuras que se extienden desde la membrana plasmatica hacia la
membrana externa y tienen diversas funciones como intervenir en la fijacion
de los microorganismos a las superficies mucosas, la transferencia de material
genético y la movilidad. Los pilis estan compuestos por pilina (genes pilE, pilS),
una proteina que contribuye a su diversidad antigénica, lo cual le proporciona
un mecanismo de resistencia ante la destruccidon mediada por segmentados
neutrdfilos. La variacién antigénica entre las pilinas es causa de la ausencia
de inmunidad ante la reinfeccion por N. gonorrhoeae, factores que complican
los intentos de elaborar una vacuna eficaz frente a la gonorrea (Murray y cols.,
2009).

Enzimas

Algunas cepas de N. gonorrhoeae son capaces de producir betalactamasas
de tipo penicilinasas que hidrolizan el anillo B-lactdmico de la penicilina,
proporcionandoles resistencia frente a este tipo de antimicrobianos (Murray y
cols., 2007).

De igual manera, al infectar al ser humano N. gonorrhoeae es capaz de
elaborar una proteasa que actta destruyendo e inactivando a la IgA secretora,
una inmunoglobulina que se encarga de la proteccion de las mucosas del ser
humano (Conde y Uribe, 1997).

Variacion Antigénica
La variacion de antigenos de superficie (proteinas de membrana externa,
pilis, LOS) es otro de los mecanismos que emplea N. gonorrhoeae para evadir

la respuesta inmunitaria del hospedero. Esta variacion implica la

recombinacion entre diversos genes del mismo cromosoma, tal como lo
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explican Ryan y Ray (2011), una vez que el sistema inmune responde con la
produccion de anticuerpos, éstos se unen al antigeno respectivo; en
consecuencia, se desarrolla un cambio rapido de moléculas que generan una
subpoblacién con una superficie antigénica distinta que continua la infeccion y
permite al microorganismo eludir el sistema inmunitario del hospedero. Es por

esta razon que el gonococo no genera inmunidad ante la reinfeccion.

Patogénesis

En primera instancia los gonococos se fijan a las microvellosidades de las
células mucosas, penetrando las células por endocitosis, pudiendo luego
multiplicarse dentro de la vacuola endocitica y pasar a través de ella al espacio
subepitelial, donde se produce la infeccion (Figura 1). Al cabo de 24 horas, las
células comienzan a destruirse y las bacterias permanecen dentro de una
matriz de restos celulares denominada “unidad infecciosa” que ofrece al
gonococo proteccion frente al sistema inmune del hospedero (Ausina y
Moreno, 2006; Murray y cols., 2009).
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Figura 1. Representacion esquematica de la interaccion entre N.
gonorrhoeae y las células. (A) Union del gonococo a través de los pilis a
la célula, (B) endocitosis, (C) desplazamiento de la vacuola y multiplicacion
gonocodcica, (D) liberacion del gonococo al subepitelio (Ausina y Moreno,
2006).
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Los pilis, las proteinas PorB y Opa intervienen en la adherencia y
penetracion en las células hospederas; mientras que, los lipooligosacéaridos
gonococicos estimulan la respuesta inflamatoria y la liberacion del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), responsable de la mayoria de los sintomas

asociados a la enfermedad (Ausina y Moreno, 2006).

Manifestaciones Clinicas

Conde y Uribe (1997) afirman que los gonococos se transmiten principalmente
por contacto sexual o, en su defecto, por via perinatal, infectando diferentes
tipos de mucosas cuya localizacion depende de las practicas sexuales de cada

individuo.

Gonorrea Genital

Las caracteristicas clinicas de la gonorrea varian ampliamente entre
hombres y mujeres. En el hombre produce mayor sintomatologia y suele
generar uretritis, con manifestaciones entre dos a siete dias después de la
exposicion, tales como exudado purulento de la uretra anterior y disuria; en
algunas ocasiones el paciente presenta prurito y solo rara vez sensacion de
dolor, fiebre e inflamacién del glande. El gonococo puede dispersarse por toda
la uretra ascendiendo a la préstata, conducto deferente, epididimo y testiculos
(Heymann, 2005; Romero, 2007).

En la mujer la infeccidn genera cervicitis mucopurulenta, por lo general
asintomatica, aunque algunas manifiestan secrecién vaginal anormal con
hemorragia después del coito; en nifias pre puberes puede generar
vulvovaginitis gonococica cuando se tiene contacto genital directo con la

secrecion de personas infectadas (Heymann, 2005).
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Localizaciones extragenitales

La infeccién gonocdcica se puede manifestar en otras zonas distintas a los
genitales, con frecuencia se relaciona a los habitos sexuales del individuo,
como es el caso de la forma anorrectal, faringea y a nivel ocular. Esta ultima
se produce generalmente por auto inoculacion, pero en algunos casos puede
ser transmitido por la madre infectada al recién nacido durante el parto,
manifestandose como conjuntivitis de exudado bilateral y purulento que puede
provocar consecuencias graves como pérdida de la vision (Ausina y Moreno,
2006).

Complicaciones

Es importante resaltar que las formas complicadas de la gonococia
engloban: enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), infertilidad o embarazo
ectdpico, epididimitis aguda, oftalmitis, infeccion diseminada con artritis-
dermatitis y en algunas ocasiones endocarditis (Sandoval y cols., 2007;
D"Alessandro y cols., 2013).

La enfermedad inflamatoria pélvica es el resultado de la propagacién del
microorganismo a lo largo de las trompas de Falopio, donde produce salpingitis
y en consecuencia se obstruyen por tejido fibrotico. Ocasionalmente se afectan
los tejidos pélvicos adyacentes, provocando un derrame del exudado al
peritoneo que ocasiona, en algunas pacientes, peritonitis o abscesos pélvicos.
El agravamiento de la EIP puede generar embarazo ectdpico, producto de la
cicatrizacion de las trompas uterinas, asi como infertilidad (Castro, 2014).

La infeccibn gonococica diseminada (IGD), también conocida como
sindrome de artritis-dermatitis, provoca infecciones a nivel de la piel y de las
articulaciones. Esta forma de infeccion se produce cuando el gonococo invade
el torrente sanguineo a partir de una membrana mucosa, causando

bacteriemia que puede conducir a infecciones metastasicas, tales como
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endocarditis o0 meningitis, siendo mas frecuente la artritis purulenta (Ryan y
Ray, 2011).

Epidemiologia

La gonorrea afecta exclusivamente al ser humano y este es su Unico
reservorio conocido. Segun Murray y cols. (2009) se trata de la segunda ITS
de origen bacteriano mas frecuente después de la clamidiasis, cuyas tasas de
infeccion son iguales en ambos géneros, pero desproporcionadamente mas
elevadas en los individuos de raza negra que en los de raza blanca y los
hispanos.

Neisseria gonorrhoeae se transmite principalmente por contacto genital con
una persona infectada. Los individuos mas susceptibles a la infeccion son
aguellos sexualmente activos que no acostumbran el uso de preservativos.
Las prostitutas y los hombres homosexuales son los grupos mas afectados
debido a la alta promiscuidad en estos grupos sociales (Figura 2) (Romero,
2007).

Hasta un 50% de las mujeres infectadas son asintométicas, constituyendo
el principal reservorio del contagio; mientras que, la mayoria de los hombres
manifiestan sintomas desde el inicio (Murray y cols., 2009).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC,
2016a) estiman que la incidencia de nuevos casos de gonorrea anualmente
en Estados Unidos es de aproximadamente 820.000 casos, de los cuales
menos de la mitad son detectados y reportados. De igual manera, se destaca
gue de ellos 570.000 son jévenes con edades entre 15 - 24 afios. En el afio
2015 se notificaron un total de 395.216 casos en los Estados Unidos,
equivalente a una tasa de 124 por cada 100.000 habitantes.
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Figura 2. Cadena Epidemiologica de Neisseria gonorrhoeae
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Cabe destacar que la gonorrea alcanz6 un minimo histérico en 2009, pero
aumenté cada afio durante el periodo 2009-2012. Después de una
disminucién temporal en el afio 2013, la tasa de gonorrea aumenté
nuevamente durante 2014-2015 en un 12,8% entre hombres y mujeres,

presentandose el mayor nimero en hombres (CDC, 2016a).

Tratamiento Antimicrobiano

Los antimicrobianos son medicamentos cuya accién inhibe o impide la
multiplicacion de los microorganismos, por lo cual son utilizados para tratar las
enfermedades infecciosas; sin embargo, algunos agentes infecciosos han
desarrollado la capacidad de evadir estos efectos a través de diferentes
mecanismos de resistencia. Tal es el caso de la gonococia, cuyo agente
etiologico ha ido desarrollando resistencia a cada nuevo tratamiento
emergente (Prats, 2013).

Para certificar el cumplimiento de la terapéutica por parte de los pacientes
infectados con N. gonorrhoeae, Figueroa (2013) recomienda la administracion
en dosis Unica de esquemas como ceftriaxone, cefixime, ofloxacina o
ciprofloxacina. Los casos de gonococos resistentes a quinolonas han
aumentado notablemente, y en la actualidad no se admiten como tratamiento
en diversas regiones del mundo.

En este contexto, el CDC en 2016 establece la terapia dual para infecciones
gonocdcicas usando antimicrobianos con diferentes mecanismos de accion
(Tabla 2). En el caso de emplear cefalosporinas de tercera generacion, éste
se puede combinar con azitromicina con la finalidad de mejorar la eficacia del
tratamiento y detener potencialmente la aparicion y propagacion de resistencia
a las cefalosporinas. De igual forma, se aporta una ventaja adicional, pues la
azitromicina es el antibidético de primera eleccion contra Chlamydia

trachomatis, ya que la mayoria de los pacientes con gonococia se encuentran
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coinfectados con este microorganismo, una terapia dual resulta util para tratar
ambas infecciones simultdneamente.

En este orden de ideas, Unemo y Shafer (2014) destacan el uso de la
azitromicina (2 g via oral en una sola dosis) en varios paises; sin embargo, no
se recomienda como monoterapia empirica de la gonorrea. Esto se debe

particularmente a la preocupacién por una seleccion rapida de resistencia 'y a

los posibles eventos adversos por el consumo de una alta dosis oral.

Tabla 2. Tratamiento Antimicrobiano de las Infecciones Gonocoécicas

e (.j,e Régimen recomendado Régimen alternativo
infeccion
. . No disponibl ftriaxon
Rectal Ceftriaxone 250 mg en dosis ( c.) Q|spo ible ceftriaxo e).
L . : - Cefixime 400 mg en dosis
Cervicitis Unica I.M. y azitromicina 1g | , . . .
- n .. Unica V.O.y azitromicina 19
Uretritis V.O. en dosis Unica o
V.0 en dosis Unica
Ceftriaxone 250 mg en dosis
Faringitis Gnica .M. y azitromicina 1g

V.O. en dosis Unica

Conjuntivitis

Ceftriaxone 1g .M. en una
sola dosis y azitromicina 1g
V.O. en dosis Unica

Ceftriaxone 1g .M. o LV.

Cefotaxime 1g LV. cada 8

Infeccidn . - horas o ceftizoxima 1g I.V.
. . cada 24 horas y azitromicina . -
diseminada . cada 8 horas y azitromicina

1g V.O. en dosis Unica P
1g V.O. en dosis Unica
o Ceftriaxone 2,1 g I.V. cada
Meningitis J

Endocarditis

12 a 24 horas y azitromicina
1g V.O. en una dosis unica

Fuente: CDC, 2016b.

I.M.= intramuscular; V.O.= via oral; |.V.= intravenosa
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Susceptibilidad y Resistencia Antimicrobiana en Neisseria gonorrhoeae

Algunos microorganismos pueden sobrevivir a los efectos de los
antimicrobianos mediante la expresion de diversos mecanismos de resistencia
que alteran o bloquean pasos indispensables para una accion antibidtica
eficaz. La resistencia suele dividirse en dos categorias, intrinseca o natural y
adquirida; la primera resulta del estado genético o estructural normal inherente
de un microorganismo, que incluso puede ser un marcador util en su

identificacion,

y la segunda resulta de alteraciones en la composicidn genética habitual que
provoca cambios en un microorganismo inicialmente susceptible; esta puede
estar asociada a mutaciones genéticas o a la adquisicibn de genes de
resistencia mediante mecanismos de transferencia genética como la
transferencia de plasmidos. (Forbes, Sahm y Weissfeld, 2009).

Segun el instituto de salud publica de Chile (2012), la resistencia adquirida
se basa en mutaciones que pueden codificar propiedades que disminuyan la
afinidad de la proteina bacteriana por el antibiotico o en su defecto, dificulten
el acceso del antibiético hacia la proteina diana como: (a) disminucién de la
permeabilidad celular, (b) aumento del eflujo transmembrana, (c) disminucién
de la captacién microbiana, (d) destruccién del antibiético o (e) neutralizacion
del antibi6tico antes de alcanzar su blanco de accion.

La transferencia de genes esta dada principalmente a través de moléculas
de ADN extracromosomal, autoreplicable y autotransferible denominadas
plasmidos (Zufiga, 2010).

N. gonorrhoeae manifiesta diversos mecanismos de resistencia adquirida
que le confieren la propiedad de evadir el efecto de un gran nimero de
antimicrobianos; ademas existe una especie de “memoria de resistencia” lo

que le permite continuar siendo resistente a pesar de no estar expuesto a
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presiones constantes de agentes antimicrobianos incluso por largos periodos
de tiempo (Cruz, 2013; Herrera, 1999).

Esta resistencia en el gonococo resulta de la utilizacion indiscriminada de
los antibidticos, que complica el control y favorece la diseminacion de la
resistencia frente a ellos. La variabilidad fenotipica y genética, aunado a la
capacidad para incorporar nuevo material genético en el genoma (por
conjugacion o transformacioén), son caracteristicas intrinsecas que agravan los
fendbmenos de adquisicion y difusion de mecanismos de resistencia a los
antibioticos en N. gonorrhoeae. Otero y Vazquez (2013) se refieren a esto
como un problema que involucra multiples factores donde no solo intervienen
elementos inherentes a la bacteria, sino también relacionados al individuo y a
los antimicrobianos.

A continuacion, se describen algunos de los antimicrobianos que han sido
utilizados en la terapia de la gonococia y las formas de resistencia
desarrolladas por Neisseria gonorrhoeae.

Antibiéticos B-lactamicos

Su nombre deriva de la presencia de un anillo beta-lactamico en su
estructura que es esencial para su accién. Actlan sobre enzimas
transpeptidasas, conocidas comunmente como proteinas de unién de
penicilina (PBPs), encargadas de sellar el entrecruzamiento de péptidos en la
formacién del peptidoglicano, un componente indispensable de la pared celular
de las bacterias que les proporciona rigidez y estabilidad funcional. Dentro de
este grupo se incluyen importantes antibiéticos para el tratamiento de la
gonococia como son las penicilinas en sus inicios y actualmente las
cefalosporinas (Ryan y Ray, 2011).

Penicilina: Desde la introduccon de este antibidtico como tratamiento de
primera linea contra la gonorrea se comenzaron a desarrollar cepas

productoras de penicilinasa, una -lactamasa tipo TEM-1 codificada por un gen
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plasmidico, esta enzima hidroliza de manera eficiente el anillo B-lactdmico de
la penicilina; ademés, se han descrito cepas con resistencia mediada por
mutaciones cromosOmicas que provocan: (a) alteracion de las PBPs, por
medio de la mutacion en genes ponA y penB, que codifican PBP1 y PBP2
respectivamente, (b) hiperexpresion de bombas de expulsion MtrCDE
(mutacién del gen mtrR) o (c) disminucion de la entrada del antibiético por
alteracién de porinas (mutacion del gen penB) (Navarro, Calvo, Canton,
Fernandez y Mirelis, 2011; Gianecini y cols., 2015).

Cefalosporinas: Se clasifican por generaciones (1°, 2°, 3° y 4°), siendo las
de tercera generacion mas potentes contra organismos gramnegativos; de alli
su efectividad frente a N. gonorrhoeae. La resistencia desarrollada por los
gonococos a las cefalosporinas se debe principalmente a mutaciones que
modifican las proteinas diana (PBP), y también a un aumento del flujo de salida
y disminucion de la afluencia del antimicrobiano, tal como lo describen Unemo
y Shafer (2014). También han sido descritas mutaciones en los genes del
mosaico penA (que codifica PBP-2), penB (que altera la porina PorB1b) y en
el gen mtrR (que aumenta la expresion de la bomba de eflujo MtrCDE), lo que
se traducen en pérdida de la eficacia del tratamiento. Cabe destacar, ademas,
que las cefalosporinas, a diferencia de las penicilinas, poseen una
configuracion estructural que les proporciona resistencia a la hidrélisis

producida por las betalactamasas.

Tetraciclinas

Inhiben la sintesis proteica a través de su unién a la subunidad 30S de los
ribosomas, bloqueando la fijacion del ARN de transferencia al brazo aceptor
del complejo ARN mensajero-ribosoma, dando como resultado un efecto
bacteriostatico que provoca la muerte del microorganismo. Los gonococos
pueden mostrar resistencia mediada por plasmidos y resistencia cromosémica
(Unemo y Shafer, 2014).
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En el primer caso se debe al gen tetM, precursor de la proteina tetM e
inicialmente descrito en el género Streptococcus; esta proteina se une a los
ribosomas causando una alteracion en la conformacion ribosomal, induciendo
la liberacion de la molécula de tetraciclina; y por consiguiente, se efectua la
sintesis proteica, este mecanismo le confiere al microorganismo resistencia de
alto nivel a este antimicrobiano. Inicialmente el gen se integra al plasmido
conjugativo y se mantiene de manera estable, pudiendo transferirse a otros
gonococos por conjugacion (Unemo y Shafer, 2014).

Segun Prats (2013), la resistencia mediada cromosémicamente a las
tetraciclinas incluye la hiperexpresién de bombas de expulsion por mutacién
del gen mtrR y disminucién de la cantidad de antibiético por mutacion del gen
penB.

Quinolonas

El cromosoma bacteriano comprende una doble cadena de ADN con
disposicion de doble hélice. La ADN girasa bacteriana que posee dos
subunidades de GyrA y dos subunidades de GyrB y la topoisomerasa 1V,
tetrAmero de dos subunidades ParC y dos ParE, son topoisomerasas de tipo
Il, esenciales para el metabolismo del ADN, que actian rompiendo y
enrollando el ADN. Asi, las quinolonas intervienen inhibiendo estas enzimas y
provocando un efecto bactericida (Unemo y Shafer, 2014).

En los gonococos, las mutaciones en los genes precursores gyrA, gyrB y
parC provocan disminucién de la afinidad de unién de la quinolona. Cabe
destacar que mutaciones en gyrB confieren resistencia al acido nalidixico, pero
mutaciones en genes gyrA y parC otorgan resistencia clinica a

fluoroquinolonas como la ciprofloxacina (Navarro y cols., 2011; Prats, 2013).
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Sulfonamidas

Estos antibidticos fueron el primer tratamiento utilizado contra la gonorrea.
Son antimicrobianos bacteriostaticos que tienen una estructura similar al acido
paraaminobenzoico (PABA), compuesto de la via metabdlica en las bacterias.
Ambas estructuras son tan similares que la enzima que debe convertir el PABA
en acido folico se combina con la droga en lugar de hacerlo con el PABA,
bloqueando la sintesis del &cido félico sin el cual la célula bacteriana no puede
vivir por ser un metabolito indispensable en la sintesis del ADN (Curtis, Barnes,
Schnek y Massarini, 2008).

La resistencia expresada por los gonococos frente a este grupo de
antimicrobianos puede estar mediada por un exceso en la sintesis del PABA
(lo que diluye el antimicrobiano), o provocando una disminucion de la afinidad
de la sulfonamida por la enzima dihidropteroato sintasa (responsables de la
conversion del PABA en acido félico) mediante alteraciones en el gen folP

precursor de la enzima (Cruz, 2013; Unemo y Shafer, 2014).

Aminoglucésidos

En este grupo se incluye la espectinomicina, un antimicrobiano que se une
a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano e interactia especificamente con
el ARNr 16S, y de esta manera inhibe la traduccién de proteinas, provocando
la muerte del microorganismo. Para los gonococos, se ha demostrado
resistencia de alto nivel a este antibiético, asociada a mutaciones puntuales

en el sitio de accién de estos agentes (Unemo y Shafer, 2014).

Macrolidos

Fueron descubiertos cuando se detecté eritromicina de un microorganismo

del suelo y afios mas tarde se desarroll6 la azitromicina como su derivado
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sintético. Los macrdlidos inhiben la sintesis de proteinas a través de su unién
por puentes de hidrégeno a la subunidad ribosémica 50S e interactian con el
ARNr 23S, lo cual provoca la liberacion de polipétidos incompletos dando lugar
a un efecto bacteriostatico (Jimmy y Duran, 2012).

La resistencia bacteriana del gonococo a este grupo antimicrobiano puede
resultar de: induccion de una enzima mutante que metila el ARNr 23S,
produciendo una alteracion de la afinidad del receptor del macrolido logrando
el bloqueo del mismo; o bien por mutaciones especificas en dicho ARNr o a
través de un sistema de sobreexpresion de bombas de eflujo particularmente
en la bomba MtrCDE (Unemo y Shafer, 2014).

Diagnostico de Laboratorio de Neisseria gonorrhoeae

Obtencion de la Muestra Clinica

La toma de muestra se realiza con torundas de dacron o rayon, preferibles
al algoddn, que puede contener sustancias tdxicas; sin embargo, si la muestra
es inoculada inmediatamente, no es tan importante el tipo de torunda. Es
importante sefialar que el sitio anatdmico para su obtencion depende de las
caracteristicas clinicas de la infeccion, del paciente y de sus habitos sexuales.
Si se trata de una mujer, la localizacién ideal es el endocérvix, y dependiendo
de sus habitos sexuales la muestra puede tomarse de recto, uretra o faringe;
en el caso del hombre, la muestra se obtiene de la uretra, pero se puede
considerar otra region segun el tipo de practicas sexuales del sujeto (Ausina 'y
Moreno, 2006).

Aislamiento e Identificacion Bacteriana

Los gonococos se pueden identificar como diplococos gramnegativos

intracelulares, mediante microscopia (aumento x 1.000) a partir de frotis
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tefiidos con la coloracién de Gram. Es el método diagnéstico méas réapido,
sencillo y econémico y tiene una alta sensibilidad y especificidad (90%) en
hombres sintomaticos que presentan la secrecion uretral caracteristica. Sin
embargo, no se recomienda como Unico método para el diagnostico de
gonorrea cervical, faringea o rectal, o en pacientes asintomaticos, ya que los
resultados negativos no excluyen la infeccién. Ademas, la especificidad
depende en gran medida de la experiencia del observador (Mandell, Bennett
y Dolin, 2012).

El cultivo microbiolégico, es la herramienta diagndstica mas util, pues
ofrece alta sensibilidad y una especificidad de hasta el 100%, siendo el Gnico
meétodo establecido que permite pruebas completas de monitoreo y control de
resistencia bacteriana. Sin embargo, abarca un proceso relativamente lento
que requiere de estrictas condiciones de recoleccién, transporte y
almacenamiento de la muestra para asegurar la viabilidad del microorganismo
ya que los gonococos son extremadamente sensibles a factores ambientales
externos, particularmente la desecacion y los cambios de temperatura (Unemo
y Shafer, 2014).

En este sentido, Prats (2013) describe que los gonococos son
microorganismos sumamente exigentes cuyo crecimiento se ve favorecido
cuando se cultivan en medios enriquecidos como el agar chocolate con
suplementos nutricionales. En el caso de muestras provenientes de zonas
naturalmente contaminadas como genitales, faringe y recto se recomienda el
uso de medios especiales como el Thayer-Martin modificado que no solo
posee suplementos, sino inhibidores antimicrobianos como vancomicina,
colistin, nistatina y trimetoprim (Ausina y Moreno, 2006; Castro, 2014).

La inoculacion simultanea en medios tanto selectivos como no selectivos
incrementa al maximo la sensibilidad del método. Los medios de cultivo ya
inoculados deben ser incubados a temperatura entre 35°C - 37°C, con

humedad de 70-80% y tension de CO:2 entre 3-7%. La incubacion no debe
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exceder las 72 horas, ya que por el fendmeno de autolisis las colonias tienden
a desaparecer (Ausina y Moreno, 2006; Mandell y cols., 2012).

Una vez aislado el microorganismo existen pruebas bioquimicas y
enzimaticas que permiten su identificacion definitiva y su diferenciacion de
otras especies de Neisseria (Tabla 3). Entre ellas se describen la prueba de la

oxidasa, las oxidacion de azlcares y la prueba de resistencia al colistin.

Tabla 3. Caracteristicas de Neisseria gonorrhoeae y especies

gramnegativas oxidasa-positiva relacionadas.

Especie Acido Redupcic’m Resist_enf:ia
G M S = L | del Nitrato a Colistin
N. gonorrhoeae + - - . . ) R
N. meningitidis + + - 1 ; N R
N. lactamica + + - | + i R
N. cinerea - - - - - - R
N. sicca + + + + - ) S
N. flavescens - - - - . ) S
N. mucosa + + + + - + S

Fuente: CDC, 2013.
G=glucosa; M= maltosa; S= sacarosa; F= fructosa; L= lactosa; R=resistente;

S= sensible.

Prueba de la oxidasa: Todas las especies de Neisseria son oxidasa
positiva. Esta prueba utiliza reactivo de dihidrocloruro de tetrametil-p-

fenilendiamina al 1% para detectar la presencia de la enzima citocromo
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oxidasa. Si el reactivo que actia como sustituto del oxigeno (aceptor final de
electrones) es catalizado, se torna color parpura e indica una prueba positiva
(Perilla'y cols., 2003).

Pruebas de deteccidén de 4cidos: Se determina la produccion de acido a
partir de glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa para diferenciar Neisseria
gonorrhoeae de especies relacionadas. El método tradicional emplea el medio
Cistina Tripticasa Agar (CTA), esta base se suplementa con una solucién al
1% del carbohidrato estéril y se afiade como indicador rojo de fenol para
detectar el acido al cambiar el color de rojo (alcalino) a amarillo (4cido) (CDC,
2013).

Resistencia a colistin: Puede determinarse en agar chocolate GC usando
los principios de la difusion en disco con un disco de 10 uyg de colistina. Las
cepas de N. gonorrhoeae son intrinsecamente resistentes a la colistina y
creceran alrededor de todo el disco al igual que las cepas de N. meningitidis y
N. lactamica. Por el contrario, las cepas comensales son en su mayoria
susceptibles a este antimicrobiano mostrando halos de inhibicion de al menos
10 mm de diametro. Esta prueba, por lo tanto, no es definitiva para identificar
al gonococo, pero si es util en su diferenciacion (Perilla y cols., 2003).

Resulta oportuno mencionar que en la actualidad y en entornos con
mayores recursos, los ensayos para la deteccion de gonococos han sido
reemplazados por pruebas de amplificacién de acidos nucleicos (PAAN), cuya
ventaja principal es la capacidad de detectar gonococos no viables, siendo un
procedimiento menos exigente en lo que a recoleccion, transporte y
almacenamiento de muestras se refiere. Las PAAN también son mucho mas
sensibles, rapidas y permiten la automatizaciéon, asi como la deteccion
simultanea de varios patdogenos. No obstante, presentan una desventaja critica
al no permitir las pruebas de monitoreo de resistencia antimicrobiana (Unemo
y Shafer, 2014).
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Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana

La sensibilidad de los microorganismos frente a los antibioticos varia con el
tiempo y el area geografica; asi como, del tipo de poblacion a estudiar. En este
sentido, es importante la investigacion de los patrones de susceptibilidad en
cada region, con la finalidad de lograr informacién sobre el tratamiento 6ptimo
que pueda combatir la enfermedad y evitar la propagacion de resistencia
bacteriana (Mandell y cols., 2012).

Durante el proceso de determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana
existen numerosos factores que pueden influir en el resultado del estudio;
entre ellos cabe mencionar el medio de cultivo, el tamafio del in6culo
bacteriano, la atmosfera de incubacion y la concentracion de los
antimicrobianos utilizados. Es de suma importancia establecer controles de
calidad (mediante el uso de cepas de referencia de susceptibilidad conocida)
gue garanticen resultados totalmente confiables (Perilla y cols., 2003).

Los métodos mas utilizados segun Bernard (2007) incluyen la técnica de
difusién en disco, el método de dilucion en agar y el método epsilométrico (E-
test). Del mismo modo Mal, Jabeen, Farooqi, Unemo y Khan (2016) describen
la utilidad de un método poco comun en la actualidad, el método de la
sensibilidad dicotémica calibrada (CDS) cuyos resultados finales, al igual que
la metodologia convencional, se reflejan a través de un mecanismo de
inhibicion de crecimiento.

Método de dilucion en agar: Es una prueba cuantitativa consistente en
preparar placas de agar con concentraciones definidas del antibidtico a
estudiar, generalmente a una concentracion de 128 pg/mL y haciendo
diluciones dobles hasta obtener un gradiente decreciente del antibidtico (64;
32; 16; 8; 4; 2...). La seleccion de dicho gradiente, dependera del antibibtico y
del tipo de cepa a probar. Posteriormente se inocula en el agar una suspension
calibrada del microorganismo y se incuba por un periodo de 18-24 horas. Si la

cepa logra crecer en la superficie del medio, se reporta como resistente a esa
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concentracion del antibidtico. Si, por el contrario, no crece, se reporta como
sensible a esa concentracion (Winn y cols., 2008).

Con esta técnica se puede obtener la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI), definida como la minima concentracion de antibiotico capaz de inhibir
el crecimiento de una cepa bacteriana determinada (Winny cols., 2008).

Método epsilométrico (E-test): Se basa en el uso de tiras de plastico con
concentracion predefinida de un antibidtico en particular y que poseen una
escala interpretativa de CMI, lo cual lo convierte en un método comparable al
de dilucion en agar con la ventaja de ser mucho menos extenso y laborioso.
La tira se coloca sobre el agar previamente inoculado con el microorganismo
y al difundir el antibidtico se observara la inhibicion del crecimiento en forma
eliptica alrededor de la misma. La CMI del antibi6tico se determina en el sitio
donde la elipse de crecimiento bacteriano intercepta la escala de
concentracion de la tira (Bernard, 2007).

Método de difusién en disco (técnica de Kirby-Bauer modificado): Es un
meétodo cualitativo cuyo uso solo se recomienda en caso de no poder
realizarse la determinacion de CMI (recursos limitados u otras razones); sin
embargo, en casos novedosos, raros o emergentes debe ser confirmado por
pruebas cuantitativas que arrojen resultados de CMI (Unemo y Shafer, 2014).

La prueba consiste en colocar sobre la superficie del agar (previamente
inoculado con el microorganismo) discos de papel impregnados con el
antibiético a evaluar. Luego de un periodo 6ptimo de incubacién el agente se
difunde en el medio a partir del disco, originando un halo de inhibicion que se
extiende hasta el punto critico en el cual la concentracién del antimicrobiano
logra inhibir el crecimiento bacteriano. El resultado se expresa en milimetros
luego de medir el diametro del halo, relacionandose de manera inversa con la
CMI, a mayor diametro menor CMI y viceversa; la interpretacion se realiza bajo
las formas de “sensible, sensibilidad intermedia y resistente” (Bernard, 2007;
Winny cols., 2008).
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Método de sensibilidad dicotomica calibrada: La prueba de sensibilidad
dicotémica calibrada (CDS) es un método para determinar la susceptibilidad a
los antibiéticos mediante la difusion de discos en agar y fue desarrollada en
1969 por Sydney M. Bell (Singh, Bala, Kakran y Ramesh., 2017). El principio
de este método se basa en que todo antibidtico debe ser probado y calibrado,
es decir, el tamafio de las zonas de inhibicion observadas con cada especie
debe estar correlacionado con valores cuantitativos como la CMI (Bell, 1975).
Los resultados se interpretan midiendo el radio anular de las zonas de
inhibiciébn categorizados como susceptibles, intermedios susceptibles y
resistentes (Mal y cols., 2016).

Prueba de la cefalosporina cromogénica: segun lo describen Winn y cols
(2008) todos los aislamientos de N. gonorrhoeae deben ser evaluados para la
produccion de B-lactamasas, preferiblemente mediante el método de
nitrocefina cromogénica. La prueba consiste en hacer un pequefio frotis sobre
un disco de nitrocefina con una porcion de colonia. Los microorganismos que
contienen B-lactamasa cambian el color inicial del disco (amarillo-naranja) a
rojo intenso al hidrolizarse la nitrocefina.

La presencia de la enzima indica resistencia del microorganismo a todas
las amino, carboxi y ureidopenicilinas, independientemente de los resultados
de sensibilidad in vitro (Navarro y cols., 2011).

Deteccion fenotipica de resistencia a cefalosporinas de espectro extenso
(CEE): se basa en la prueba de difusién del disco utilizando el disco de
cefpodoxima de 10 ug, las cepas que contienen un alelo de mosaico penA que
codifica una proteina de unién a penicilina en mosaico 2 (PBP2) desarrollan
halos de inhibicion <11 mm alrededor del disco de cefpodoxima. Es una prueba
facil, rapida y de bajo costo que permite la deteccion de gonococos con
susceptibilidad disminuida a CEE mediante la expresion de PBP2 (Limnios y
cols., 2011).
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Definicion Operacional de Términos

Bactericida

Se refiere a aquel farmaco que destruye los microorganismos, produciendo

una disminucién del numero bacteriano (Forbes y cols., 2009).

Bacteriostatico
Es aquel farmaco cuya actividad inhibe el crecimiento de los
microorganismos sin destruirlos, es decir, a diferencia del efecto bactericida
impide el crecimiento bacteriano sin afectar por si solo su namero inicial
(Forbes y cols., 2009).

Bomba de expulsion

Es uno de los recientes mecanismos descritos que explican la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos y es aquel capaz de eliminar varios tipos o
familias de antibitticos, (también denominado bombas de expulsion activa
multidroga), mediante el cual la célula bacteriana transporta farmacos
antimicrobianos del interior al exterior de la célula para resistir a su efecto
(Ryan y Ray, 2011).

Catalasa
Es una enzima bacteriana que cataliza la liberacion de agua y oxigeno a
partir del peroxido de hidrogeno, su presencia se determina por la produccion

rapida de burbujas cuando el cultivo bacteriano se mezcla con una solucién de

peréxido de hidrogeno (Forbes y cols., 2009).
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Oxidasa

La citocromo oxidasa es aquella enzima de oxidorreduccion que cataliza la
transferencia de electrones al oxigeno molecular con la formacion de agua, la
prueba para detectarla consiste en cubrir las colonias bacterianas con el

reactivo clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% (Ryan y Ray, 2011).

Topoisomerasa

Tanto los eucariontes como los procariontes tienen topoisomerasas de los
tipos | y Il que tienen la capacidad de eliminar superenrrollamiento del ADN,
sin embargo, las bacterias tienen ademas una topoisomerasa del tipo Il
especial, conocida como ADN girasa, que introduce superenrrollamiento
negativo, en lugar de eliminarlo. Esto facilita el desenrrollamiento de la doble
hebra, estimulando muchas reacciones, incluida la iniciacion tanto de la
duplicaciébn como de la transcripcion del ADN (Watson, Baker, Bell, Gann,
Levine y Losick 2006).

Sensible (S)

Un microorganismo sensible a un determinado antimicrobiano indica que el
antibiético en cuestion puede ser una eleccion adecuada para tratar la
infeccion causada por el aislamiento bacteriano probado (Forbes y cols.,
2009).

Intermedio

Cuando se obtiene este tipo de sensibilidad significa que el antimicrobiano

es util en sitos del cuerpo donde pueda concentrarse o Si Se usan en
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concentraciones elevadas del farmaco sin alcanzar niveles de toxicidad, pero

garantizando la actividad terapéutica (Forbes y cols., 2009).

Resistente

Esta categoria indica que el antimicrobiano en cuestién no es una opcién
adecuada para tratar la infeccion causada por el microorganismo, debido a que
éste no es inhibido por el antibidtico a las concentraciones terapéuticas ideales
o la bacteria ha desarrollado mecanismos de resistencia que evaden la
actividad del farmaco (Forbes y cols., 2009).

Operacionalizacion del Evento de Estudio

Las variables de estudio y por ende el evento, estan representados por
conceptos abstractos. Estos conceptos deben ser transformados en empiricos
para poder ser medidos; a este proceso se le denomina Operacionalizacion
cuya finalidad se basa en identificar los indicadores que afirmen la presencia
del evento de estudio (Palella y Martins, 2010).

En este sentido esta investigacion descriptiva y de campo, admiti6 como
evento de estudio susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de N.

gonorrhoeae (Tabla 4).
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Tabla 4. Operacionalizacion del Evento de Estudio

Evento de Estudio

Definicion Conceptual
¢,Qué es?

Sensibilidad de N. gonorrhoeae
a los antibidticos: penicilina,
ceftriaxone, cefixime,
tetraciclina y ciprofloxacina.

Las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana son ensayos in vitro que
reflejan el efecto de los antibioticos frente
a microorganismos en condiciones de
laboratorio, con la finalidad de observar la
respuesta del paciente al tratamiento, la
evolucion de la infeccidn y detectar la
resistencia del microorganismo que esti
causando el proceso infeccioso (Murray y
cols., 2009).

Definicion Operacional . : .
. COmo se mide? Dimensiones Indicadores
¢
Método de difusion en disco: | Susceptible Diametro del halo (mm):
es un método cualitativo que PEN >47: CRO > 35: CEF
consiste en colocar discos = 31; TET, > 38 CIP’Z 41
impregnados de antibiotico ’ ’
sobre la superficie del agar
inoculada con el _
microorganismo vy al difundirse | Intermedia PEN 27-46; TET 31-37;
el agente en el medio a partir CIP 28-40
del disco origina un halo de
inhibicion (Winn y cols., 2008). | gesistente | PEN < 46; TET < 30; CIP
<27
Método de concentracion | Susceptible Concentracion
minima inhibitoria (E-test): PEN < 0,06 pg/mL
Es una prueba cuantitativa con ’
el mismo principio de la difusion
en disco pero aplica tiras de Intermedia PEN=0,12-1 pg/mL
plastico que contienen una ’
escala interpretativa con la
concentracion de un antibiético | Resistente PEN 22 ug/mL
especifico (Bernard, 2007).

Fuente: Finol y Sanchez, 2017.

PEN= penicilina; CRO= ceftriaxone; CEF= cefixime; TET= tetraciclina; CIP=

ciprofloxacina.
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CAPITULO IlI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2012), afirma que los tipos de investigacion se relacionan
directamente con el logro esperado durante el proceso de investigacion y
pueden ser: exploratoria, descriptiva, analitica, comparativa, explicativa,
predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa. En este sentido,
la presente investigacion es de tipo descriptiva, ya que se describié el
comportamiento de un microorganismo (N. gonorrhoeae) frente a diversos

antimicrobianos.

Disefio de la Investigacion

Hernandez y cols. (2010) definen que el disefio es aquella estrategia que
se emplea para conseguir la informacién que se requiere en una investigacion
y permite responder a la pregunta de investigacion. En tal sentido, el disefio
de esta investigacion: de campo, no experimental, de corte transversal ya que
los datos fueron recolectados en el mundo empirico de laboratorio y sin ejercer

manipulacion de las variables.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Investigaciéon

La Unidad de estudio estuvo conformada por 9 cepas de N. gonorrhoeae
provenientes de un estudio sistematizado a 17 pacientes con sintomatologia
urogenital compatible con infeccién gonococica, que acudieron a la consulta
de ITS del IAHULA e ITS del Hospital Il El Vigia, en el estado Mérida-
Venezuela, durante el periodo abril 2017 a junio 2017.

Seleccion del Tamano de la Muestra

La seleccion se realizd6 a través de un muestreo no probabilistico
intencional, ya que los elementos fueron elegidos en base a las necesidades
del investigador (Arias, 2006).

Los pacientes fueron seleccionados a conveniencia, segun reunieran los
siguientes criterios de inclusion: pacientes con sintomatologia clinica de
uretritis (hombres) o cervicitis (mujeres), sin antecedentes de tratamiento

antibiotico al menos 8 a 10 dias previos a la obtencién de la muestra clinica.

Sistema de Variables

Arias (2006), define que las variables son caracteristicas que pueden sufrir
cambios y se pueden medir, analizar o manipular en una investigacion. Segun
su funcién se pueden clasificar en tres categorias: independiente, dependiente
e interviniente. Sin embargo, en esta investigacion por ser de tipo descriptiva

las variables no han sido sistematizadas.
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Instrumento de Recolecciéon de Datos

En el presente estudio, la recoleccién de datos y la informacion clinico —
epidemiologica de los pacientes se realizo a través de la observacion directa,
para lo cual se aplicé el instrumento tipo entrevista (Anexo A).

Los procedimientos se hicieron siguiendo los lineamientos establecidos en
la Declaracion de Helsinki para investigacion en seres humanos resefiado en
el Cadigo de Bioética y Bioseguridad del Fondo Nacional para la Ciencia y
Tecnologia (Bricefio y cols., 2002).

Procedimientos de la Investigacion

Previa a la obtencion de la muestra clinica, cada paciente fue informado
sobre los objetivos de la investigacion, con el propdsito de que pudiese
manifestar de forma voluntaria, su deseo de participar o no en el presente
estudio; de igual modo, se solicitd su consentimiento o del representante legal
por escrito (Anexo B).

El analisis microbiolégico se realizd en el Laboratorio de Diagnéstico e
Investigaciones Microbiolégicas “Prof2 Celina Araujo de Pérez”, adscrito al
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

La recoleccion de la muestra y su procesamiento se llevaron a cabo de

acuerdo al siguiente protocolo (Figura 3):
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Muestra
(Secrecion cervical o uretral)

Examen Directo Cultivo
1° Hisopo 2° Hisopo
@ @ Inoculacion inmediata
Gram — l —
Diplococos ™S TMC
gramnegatlvos Incubacion:
intracelulares. 37°C
Células inflamatorias. 5% CO2
(cdmara humeda)
24-48h
“Colonias pequefias, grisaceas,
traslucidas, brillantes”
|
v v
Gram Identificacion Bioguimica
|
[ O] v ! v
Prueba de Prueba de Prueba de
l resistencia oxidasa deteccion
) al colistin de éacido
Diplococos l
gramnegativos l “Positiva” l
Resistente “Produccion de
acido solo a partir
de glucosa”

Figura 3. Aislamiento e Identificacion de Neisseria gonorrhoeae
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Obtencion de la muestra

La muestra clinica consistio en una secrecion purulenta, ésta fue obtenida
con hisopos de algodoén estériles de la parte anterior de la uretra en el caso de
los hombres y del endocérvix en el caso de mujeres. De cada paciente se
recolectaron dos hisopados consecutivos; con el primer hisopo se prepararon
dos frotis para coloraciéon de Gram y con el segundo se inocularon los medios
de cultivo Thayer Martin modificado (Diagnostic Liofilchem) y Agar Chocolate
con base GC (DIFCO™) suplementado con Vitox (OXOID).

Examen Directo

La lectura del Gram se realiz6 con objetivo de inmersién (100X); se
consider6 como diagnostico sugestivo de infeccion por N. gonorrhoeae,
aguellas muestras donde se observaron diplococos gramnegativos

intracelulares y extracelulares (Anexo C).

Cultivo

Los medios de cultivo inoculados fueron incubados entre 35°C y 37°C, en
atmosfera humeda y en condiciones de microaerobiosis, por espacio de 24 a
48 horas. Al cabo de este tiempo se observo el desarrollo de colonias
pequefias, brillantes, elevadas, grisaceas y traslicidas (Anexo D); a partir de
las cuales se realiz6 Gram para confirmar la morfologia del microorganismo y

repigue en Agar Chocolate suplementado con VitoX®.

Identificacion

Del cultivo puro se realizé la prueba de produccion de citocromo oxidasa,

utilizando el reactivo dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%; la
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reaccion positiva se manifesto por la formacién de un compuesto coloreado de
parpura (Anexo E).

La prueba de deteccién de acidos se llevé a cabo mediante la inoculacion
de 3 a 4 colonias en tubos conteniendo azucares preparados con base CTA
(Cystine, tryptone agar, Himedia) y 1% de los carbohidratos glucosa, lactosa,
sacarosa y maltosa para cada tubo. La produccion de acido a partir de glucosa
permitio la identificacién definitiva de las cepas de N. gonorrhoeae, lo cual se
evidencio por el cambio de color del indicador rojo de fenol a amarillo (Anexo
F).

Resistencia a colistin: se realiz6 conjuntamente con la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana Kirby Bauer, utilizando un disco de 10 ug de
colistin. Todas las cepas de N. gonorrhoeae aisladas en el presente estudio

fueron resistentes al colistin (halo=6mm) (Anexo G).

Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (PSA)

El proceso para la determinacion de los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana de N. gonorrhoeae se llevd a efecto segun recomendaciones
establecidas por el CLSI (Figura 4).

a. Preparacioén del inéculo: Se elaboré una suspension del microorganismo
en solucion salina fisiologica, éste se ajustod al estandar 0,5 de McFarland
(bioMerieux), equivalente a una concentracién microbiana de 108 UFC/mL
(CLSI, 2017).

b. Método de difusion en disco (Kirby — Bauer modificado): se impregno6 un
hisopo estéril con la suspensién anterior y se inoculd en placas de agar base
GC con 1% de suplemento de crecimiento (L-cistina, guanina HCI, tiamina HCI,
acido para-aminobenzoico, B12, cocarboxilasa, dinucleétido de nicotinamida y
adenina, adenina, L-glutamina, glucosa, nitrato férrico, L-cisteina HCI,
OXOID); las placas se mantuvieron a temperatura ambiente por espacio de 10

minutos antes de la aplicacion de los discos de antibidticos, entre ellos:
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Preparacion del Inéculo a partir de cepa fresca

|

Suspensién de
colonias en S.S.F.

J

'

Ajuste de turbidez a
patrén 0,5 de McFarland

!

Inoculaciéon en medio
GC + 1% de
suplemento

v v

Método de Método de Concentracién
Difusion en Minima Inhibitoria a la
Disco penicilina

-

(& EA) (o\\ an

24-48h

'

Lectura de Antibiograma

'

Reporte e
interpretacion de
Resultados

Figura 4. Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana en

Neisseria gonorrhoeae
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penicilina (10 unidades, OXOID), tetraciclina (30ug, BBL), ciprofloxacina (5 ug,
OXOID), cefixime (5 pg, OXOID), ceftriaxone (30 ug, BBL) y gentamicina (10
pg, OXOID).

La incubacion de las placas se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones:
temperatura a 37 °C y ambiente enriquecido con 5% de COg2, durante un
periodo de 20-24 horas. Finalmente se realizé la medicion de los halos de
inhibicion y la interpretacion se confrontd con la informacion suministrada por
el CLSI (2017) (Anexo H).

Para el control de calidad de los discos empleados se utilizaron las cepas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Anexo ).

c. Método M.I.C. Evaluator® (OXOID): Este sistema permitié determinar
cuantitativamente la concentracion minima inhibitoria a la penicilina, a través
de un gradiente de antibidtico estabilizado en una tira de plastico con 30
graduaciones, para ofrecer un intervalo entre 256 pg/mL — 0,015 pg/mL. En
una placa de Agar GC mas suplemento, previamente inoculado con la
suspension de N. gonorrhoeae, se coloco sobre la superficie del agar una tira
de M.I.C.E. con la escala hacia arriba y el gradiente de antibi6tico hacia abajo.
La incubacién de la placa se realiz6 a 37 °C, en microaerobiosis, durante un
periodo de 20-24 horas. La lectura de la CMI se efectu6 en el punto donde el
crecimiento del microorganismo toco la escala graduada de la tira, cuya
interpretacion se realizé segun lo establecido por el CLSI (2017) (Anexo J).

Para el control de calidad de las tiras se utilizé la cepa Enterococcus
faecalis ATCC 29212.
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Disefio de Analisis

Los datos recolectados en un proceso de investigacion pueden ser
analizados a través de dos tipos de enfoques: cualitativo y cuantitativo (Palella
y Martins, 2010; Hurtado, 2010). En la presente investigacion los datos fueron
analizados a través de un enfoque cuantitativo, ya que los datos se expresaron
numeéricamente y se analizaron a través de estadisticos descriptivos.
Especificamente los datos obtenidos fueron analizados segun el disefio
bivariante y bicategorico a través del Statistical Package for the Social Science
(SPSS) version 15.0. El andlisis estadistico se realizé en una fase:

e Fase descriptiva, mediante frecuencias absolutas y relativas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Caracteristicas epidemioldégicas de nueve casos clinicos de infeccion
gonococica

Fueron estudiados un total de 17 pacientes con caracteristicas clinicas
compatibles con gonorrea. De ellos, se detectaron 9 casos de N. gonorrhoeae,
representando una frecuencia del 52,94%. Entre las caracteristicas
epidemioldgicas se encontré que la mayoria de los pacientes eran individuos
del sexo masculino, procedentes del Estado Meérida; todos reportaron un
contacto sospechoso infectante, en su mayoria casual (Tabla 5).

Resultados de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos (PSA)
» La sensibilidad a la penicilina fue evaluada por los métodos de difusion
en disco (Kirby-Bauer) y CMI. De los 9 aislamientos de gonococos solo
se pudo estudiar la sensibilidad a 8 cepas, dado que un caso no
mantuvo la viabilidad en las PSA. Del total estudiado, 7 aislados
resultaron resistentes a la penicilina (CMI=4 pg/mL) y uno con
sensibilidad intermedia (CMI=0,5 pg/mL). Hubo correlacién entre los

rangos interpretativos de ambos métodos.
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Tabla 5. Caracteristicas epidemioldogicas de 9 casos de infeccion

gonococica. Consulta ITS — IAHULA y Hospital Il El Vigia, abril-junio

2017
Caso,o Edad Género Procedencia Contacto Tratamllento
N Infectante Previo
HOSPITAL Il
1 18 F EL VIGIA Casual No
2 12 M IAHULA Casual | Amoxicilina -
Penicilina
HOSPITAL Il
3 33 M EL VIGIA Esposa No
4 48 M IAHULA Casual Penicilina
HOSPITAL Il
5 23 M EL VIGIA Casual No
HOSPITAL Il
6 35 M EL VIGIA Casual Ciprofloxacina
HOSPITAL Il
7 53 M EL VIGIA Casual No
HOSPITAL Il
8 19 M EL VIGIA Casual No
HOSPITAL Il
9 22 M EL VIGIA Casual No
Fuente: Finol y Sanchez, 2017.
F= femenino; M= masculino; IAHULA= Instituto Autébnomo Hospital

Universitario de los Andes.
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En la Tabla 6 se especifican los resultados obtenidos de la CMI a la
penicilina para los 8 aislamientos de N. gonorrhoeae. Se puede
observar que 4 cepas presentaron CMI mayor a 32 pg/mL con halos de
inhibicibn menores a 16 mm.

Todas las cepas resultaron sensibles a ceftriaxone y cefixime. En
cuanto a la ciprofloxacina, 6 aislamientos de N. gonorrhoeae fueron
resistentes y solo 2 aislamientos fueron sensibles. Frente a la
tetraciclina 5 cepas resultaron resistentes, 2 con sensibilidad intermedia
y un aislado fue sensible (Tabla 7).

Con base a los datos obtenidos se detectaron 5 patrones de sensibilidad
diferentes en la unidad de estudio seleccionada (Tabla 7).

Con respecto a la gentamicina, el CLSI no ha establecido criterios de
susceptibilidad para N. gonorrhoeae. En la Tabla 8 se registraron los
halos de inhibicion que presentaron las 8 cepas de gonococos
evaluadas, tomando como puntos de corte para su interpretacion la
informacion suministrada por Bala y cols. (2016b).

En la tabla 9 se describen las frecuencias absolutas y relativas de los
fenotipos de sensibilidad obtenidos en esta investigacion.
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Tabla 6. Clasificacion de 8 aislamientos clinicos de Neisseria
gonorrhoeae en funcion de la concentracién minima inhibitoria a la
penicilina. Consulta ITS — IAHULA y Hospital Il El Vigia, abril-junio 2017.

Cepa Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)?3
N° 0,25 | 05 1 2 4 8 16 32 | >32
1 X
2 X
3 X
4 X
> X
6 X
7 X

8 X

Fuente: Finol y Sanchez, 2017.
a= Rangos de control de la C.M.I (ug/mL) segun CLSI, 2017: sensible < 0,06;

intermedia: 0,12-1, Resistente = 2.
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Tabla 7. Patrones de susceptibilidad antimicrobiana de 8 aislamientos
clinicos de Neisseria gonorrhoeae a los antibiéticos: penicilina,
ceftriaxone, cefixime, ciprofloxacina y tetraciclina. Consulta ITS -
IAHULA y Hospital Il El Vigia, abril-junio 2017

CepaN° | PEN | CRO | CEF | cIP | TET Perﬁ_' de
Susceptibilidad
1 | S S R R |
2 R S S R R I
Y | S S S R i
4 R S S R S I\
5 R S S R I Vv
6 R S S R R I
! R S S S R 1l
8 R S S R | v

Fuente: Finol y Sanchez, 2017.
I: intermedio; S: sensible; R: resistente; PEN: penicilina; CRO: ceftriaxone;
CEF: cefixime; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina.
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Tabla 8. Clasificacion de 8 aislamientos clinicos de Neisseria
gonorrhoeae en funcién de los halos de inhibiciéon al disco de
gentamicina (10ug). Consulta ITS — IAHULA y Hospital Il El Vigia, abril-
junio 2017.

Cepa N° Diametro de halo (mm)2 Interpretacion
1 10 R
2 17 S
3 18 S
4 24 S
5 20 S
6 19 S
7 17 S
8 19 S

Fuente: Finol y Sanchez, 2017.
R: resistente; S: sensible
a: Rangos de interpretacion del diametro del halo segun Bala y cols. (2016b):

sensible 216 mm; moderadamente sensible: 13-15 mm , resistente < 12 mm.
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Tabla 9. Frecuencias Absolutas y Relativas de los fenotipos de
sensibilidad antimicrobiana de 8 aislamientos clinicos de Neisseria
gonorrhoeae a los antibiéticos: penicilina, ceftriaxone, cefixime,
ciprofloxacina, tetraciclina y gentamicina. Consulta ITS — IAHULA y
Hospital Il El Vigia, abril-junio 2017

Fenotipos de Sensibilidad*
Sensible? ?r?tr:asrin?ia”ddi:bd Resistente®
Antibioticos

N° % N° % N° %
PEN 0 0 1 12,5 7 87,5
CRO 8 100 0 0 0 0
CEF 8 100 0 0 0 0
CIP 2 25 0 0 6 75
TET 1 12,5 2 25 5 62,5
GN 7 87,5 0 0 1 12,5

Fuente: Finol y Sanchez, 2017.

PEN: penicilina; CRO: ceftriaxone; CEF: cefixime; TET: tetraciclina; CIP:

ciprofloxacina; GN: gentamicina.

* Determinados por el método de Difusion en Disco segun el diametro del

halo (mm).

a: PEN = 47; CRO = 35; CEF 2 31; TET =2 38; CIP =241; GN 216.
b: PEN 27-46; TET 31-37; CIP 28-40; GN 13-15
c: PEN <46; TET <30; CIP<27; GN 12
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Discusién

El control de las infecciones gonocécicas se fundamenta en el tratamiento
empirico con un antibiético efectivo a dosis Unica en la primera presentacion
clinica del paciente; la seleccion del antibidtico se basa en los datos
suministrados por el programa de vigilancia de la resistencia antimicrobiana
del gonococo (GRASP, por sus siglas en inglés, Gonococal Resistance to
Antimicrobial Surveillance Programme); no obstante, el CDC recomienda
desarrollar programas de monitorizacion de la resistencia en cada area
geografica, con el fin de establecer esquemas terapéuticos actualizados que
garanticen la curacién del paciente.

En Venezuela, asi como en otros paises en vias de desarrollo la vigilancia
de la resistencia a los antimicrobianos plantea retos importantes, en el caso
particular de N. gonorrhoeae existen dificultades para la practica de pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana (PSA) debido a las exigencias nutricionales
del microorganismo que aumenta los costos para su ejecucion; en
consecuencia, en los principales centros de atencion para pacientes con ITS
no se practican de rutina cultivos ni PSA para gonococos, lo que conlleva al
desconocimiento de los patrones de susceptibilidad de este importante
patdgeno de transmision sexual.

Al respecto, el Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) ha
establecido como protocolo para el tratamiento de la gonococia el uso de
azitromicina y cefalosporinas de tercera generacion, apoyado en datos
nacionales e internacionales de resistencia de los gonococos, Sin embargo,
los centros asistenciales de salud administran la gentamicina en dosis Unica
como terapia anti-gonocécica, basandose, en la experiencia empirica, la
efectividad del farmaco y su bajo coste econdmico; no obstante, faltan datos
validados que certifiquen su uso como tratamiento contra la gonorrea. (MPPS,
2014)
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Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede
evidenciar el alto porcentaje de resistencia de N. gonorrhoeae a la penicilina
(100% de cepas resistentes o0 sensibilidad disminuida), tetraciclina (87,5%
resistentes o con sensibilidad intermedia) y ciprofloxacina (75% de cepas
resistentes); de manera que, ninguno de estos antibioticos puede ser indicado
como tratamiento empirico de eleccion. Resultados similares han sido
descritos en la literatura internacional (Bedeschiy cols., 2013; Brunner y cols.,
2014; D Alessandro y cols., 2013; Lee y cols. 2015 y Sethi y cols., 2013).

En Venezuela, la resistencia de N. gonorrhoeae a los antibiéticos no se ha
documentado suficientemente; son escasas las publicaciones sobre este
tépico. En este sentido, Flores y cols. (2012), en el estado Sucre reportaron 19
de 20 aislamientos que representd el 95% de los gonococos, resistentes a la
penicilina, siendo el 89,5% productor de penicilinasa. En nuestro trabajo no se
logré conseguir el reactivo para la deteccion de la enzima betalactamasa; no
obstante, 4 cepas de N. gonorrhoeae (50%), presentaron CMI para la
penicilina mayor a 32 pg/mL, con halos de inhibicion menores a 16 mm,
considerandose como cepas probablemente productoras de 3-lactamasa, tal
como lo describe el CLSI (2017).

Un aspecto interesante en este estudio fue el uso de la prueba E-test para
la determinacion de la CMI a la penicilina, obteniéndose una excelente
correlacion con el método de difusion del disco (Kirby — Bauer modificado) de
acuerdo a las especificaciones del CLSI (2017); aun cuando es un ensayo
sencillo de realizar para la investigacion de CMI tiene la limitante del alto costo
econdémico comparado con el método convencional.

Con relacion al comportamiento de N. gonorrhoeae frente a la tetraciclina,
se encontré un alto porcentaje de resistencia al mismo (62,5%), resultados
similares lo refieren Garcia y cols. (2016), quienes afirman que en la actualidad
la resistencia a la tetraciclina supera el 70%.

El CLSI (2017) describe, que los gonococos con diametros < 19 mm de la

zona de inhibicion al disco de tetraciclina de 30 g, indican usualmente un
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mecanismo de resistencia mediado por plasmidos. En nuestra investigacion, 2
de las cepas evaluadas (25%) presentaron diametros entre 13y 15 mm, lo que
permite inferir la posible presencia de plasmidos portadores del gen tetM en
estos aislamientos.

En este estudio, la mayoria de los aislamientos (75%) presento resistencia
a la ciprofloxacina, lo que concuerda con los hallazgos recientes de
D"Alessandro y cols. (2013), Sethi y cols. (2013), Brunner y cols. (2014), Lee
y cols. (2015), Cobo y cols. (2016).

Las cefalosporinas de tercera generacion también conocidas como
cefalosporina de espectro extenso (CEE), son los antibi6ticos de eleccion para
el tratamiento de la gonococia a nivel mundial; no obstante, desde la aparicién
de la primera cepa de N. gonorrhoeae con sensibilidad disminuida a las CEE,
en Japon en el afio 2001, se han descrito cada vez mas casos a nivel mundial.
Brunner y cols. (2014) aislaron 1 cepa resistente de 582 aislamientos, Cobo y
cols. (2016) identificaron 1 de 65 aislamientos, Lebedzeu y cols. (2015)
detectaron 1 cepa resistente de un total de 193 estudiadas; por su parte, Lee
y cols. (2015) aislaron 9 cepas de 210 casos.

En esta investigacion todos los aislamientos clinicos de N. gonorrhoeae
fueron sensibles a ceftriaxone y cefixime; estos resultados concuerdan con los
hallazgos de otros autores (Bedeschiy cols., 2013; D"Alessandro y cols., 2013;
Sethi y cols., 2013).

La existencia de cepas de gonococos resistentes o con sensibilidad
disminuida in vitro a las CEE, conlleva al uso de terapia dual para el tratamiento
de las infecciones gonocécicas (CDC, 2016).

Estos datos demuestran la importancia de monitorear la susceptibilidad
antimicrobiana de N. gonorrhoeae en cada region, dado el alarmante
desarrollo de gonococos resistentes a multiples farmacos.

En este sentido, a nivel internacional ya se estan evaluando esquemas
terapéuticos alternativos para tratar los aislamientos de gonococos resistentes

y con sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de tercera generacion; por
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consiguiente, en esta investigacion se incluyd el estudio de la respuesta del
gonococo frente a la gentamicina, un aminoglucésido que ha sido utilizado
desde el afio 2007 para el tratamiento de la gonorrea en paises en vias de
desarrollo como la India (Bala y cols., 2016a).

En un trabajo realizado por Bala y cols. (2016b) con el apoyo de la OMS y
otros entes internacionales, los investigadores propusieron puntos de corte
interpretativos para la gentamicina frente a N. gonorrhoeae, tanto para el
meétodo de difusion en disco como para CMI. Los datos no han sido validados
por alguno de los principales organismos de referencia de puntos de corte
como CLSI, EUCAST o CDS; sin embargo, la investigacion se realiz6 por dos
métodos de difusion del disco y determinacién de CMI, bajo un esquema de
aseguramiento de la calidad, utilizando 10 cepas de referencia internacional.

Los puntos de corte propuestos para CMI a la gentamicina se clasifican en
sensible <4 ug /mL, moderadamente susceptible 8-16 pg /mL y resistente =232
ug /mL. Por el método de difusidn del disco los puntos de cortes referidos son:
sensible 2 16 mm, moderadamente susceptible 13-15 mm vy resistente < 12
mm. Mediante la técnica CDS los valores de referencia se corresponden con:
Sensible 2 6 mm, menos sensible 3-5 mm vy resistente < 2 mm (Bala y cols.,
2016b).

De acuerdo a la informacion suministrada en la referida publicacion, el
presente estudio detectd 7 de 8 cepas de N. gonorrhoeae (87,5%) sensibles a
la gentamicina y una cepa fue resistente (12,5%). Estos datos reafirman la
necesidad de implementar estudios de vigilancia epidemioldgica de la
sensibilidad antimicrobiana de los gonococos a la gentamicina, puesto que,
algunos autores (Bala y cols., 2016b; Unemo, 2015) sugieren que este
antibiético podria ser considerado como una opcion de tratamiento efectivo
dada la baja resistencia que se observo en sus estudios; sobre todo, contra
cepas de N. gonorrhoeae multidrogo-resistentes en poblaciones de escasos

recursos.
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De igual manera, se recomienda en aquellos entornos donde no sea factible
la realizaciébn de CMI, realizar la prueba de difusion del disco utilizando un
disco de gentamicina de 10 ug; esta determinacion seria de gran utilidad como
estrategia para la vigilancia de gonococos resistente a los antimicrobianos.

En este estudio, las limitaciones de orden econémico no permitieron la
evaluacion de un mayor numero de cepas de N. gonorrhoeae: no obstante,
esta investigacion tiene un gran aporte cientifico porque es el primer ensayo
que proporciona datos actualizados de sensibilidad a los antimicrobianos a
nivel local; por otra parte, podemos percibir la variabilidad de los mecanismos
de resistencia en los gonococos que circulan en la poblacion como lo
demuestran los diferentes patrones de sensibilidad antimicrobiana detectados;
en este sentido, es imperioso fomentar los programas de vigilancia
epidemioldgica de gonococos resistentes a los antibiticos y asi poder
establecer esquemas terapéuticos eficaces en cada area geografica.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

» En la presente investigacion, 7 de 8 cepas (87,5%) de N. gonorrhoeae
fueron resistentes a la penicilina (CMI=4ug/mL), siendo 4 aislamientos

sospechosos de producir B-lactamasa (CMI =232 ug/mL).

» Todos los aislamientos de N. gonorrhoeae fueron sensibles a las

cefalosporinas de espectro extenso, ceftriaxone y cefixime.

» Del total de cepas evaluadas, el 62,5% de los gonococos fueron
resistentes a la tetraciclina; siendo 2 cepas (25%) resistentes por un

posible mecanismo mediado por plasmidos (halo de inhibicion<19mm).

» El 75% de los aislamientos clinicos de N. gonorrhoeae fueron

resistentes a la ciprofloxacina.
» Con base a los puntos de corte provisionales para la gentamicina frente

a N. gonorrhoeae se registraron 7 cepas (87,5%) sensibles a este

antibidtico y 1 (12,5%) fue resistente.
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» En este estudio se determinaron 5 patrones de sensibilidad

antimicrobiana diferentes en 8 aislamientos clinicos de N. gonorrhoeae.

» Esta investigacion aporta datos importantes sobre la presencia de

gonococos multirresistentes en la poblacién meridefia.

» Los resultados obtenidos en este trabajo confirman el hecho de que la
penicilina, tetraciclina y ciprofloxacina no se deben indicar para el

tratamiento de la gonococia a nivel local.

» Respecto a la gentamicina, se requiere de estudios mas amplios y
sistematizados con metodologias recomendadas por organismos
internacionales como el CLSI antes de que se puedan recomendar
formalmente criterios definitivos para la interpretacion de las categorias

de susceptibilidad de este antimicrobiano.
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Recomendaciones

Practicar estudios microbiologicos para la confirmacion etioldgica de los

casos clinicos sospechosos de gonococia.

Realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a todo aislamiento
de N. gonorrhoeae, con la finalidad de detectar resistencia a los

antimicrobianos.

En laboratorios con escasos recursos se recomienda la utilizacion de la
técnica de difusion en disco para determinar la susceptibilidad a los
antimicrobianos de primera eleccion entre ellos: ceftriaxone, cefixime y
azitromicina; asi mismo, anexar un disco de gentamicina de 10 pg con
el fin de implementar un sistema de vigilancia epidemiolégica de la

susceptibilidad de N. gonorrhoeae a este antibiético.

Con base a la revision exhaustiva sobre el tema, los autores
recomiendan el uso de la terapia dual ceftriaxone-azitromicina para el

tratamiento de la gonococia no complicada a nivel local.

En caso de utilizar la gentamicina como tratamiento alternativo contra la
gonorrea, se recomienda la realizacion de pruebas de susceptibilidad y
el seguimiento clinico-microbiolégico del paciente. Es preponderante la
recoleccion de informacién cientifica para la validacion de los puntos de

corte interpretativos para dicho antibiético.
Desde el punto de vista epidemiolégico se recomienda la

caracterizacion molecular de las cepas de N. gonorrhoeae para detectar

los diferentes mecanismos de resistencia que se describen en este
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importante patdgeno de transmision sexual y trazar su distribucion en
la poblacion con el objeto de fortalecer los programas de vigilancia

epidemioldgica de la resistencia a los antimicrobianos.

» Extender este tipo de estudios a un mayor numero de cepas de N.
gonorrhoeae y en diferentes areas geogréaficas de nuestro pais, para

fortalecer las guias terapéuticas nacionales.

» Contribuir con el sistema de prevencién primaria de las ITS para el
control de la gonococia en la poblacion sexualmente activa y por
consiguiente limitar la diseminacibn de la resistencia a los

antimicrobianos.
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ANEXOS



ANEXO A
Recoleccién de datos clinico-epidemioldgicos

HISTORIA CLINICO — EPIDEMIOLOGICA DEL PACIENTE

N° Historia:
| PARTE: Datos filiatorios
Apellido y Nombre: Edad:
Procedencia:
Ocupacion:
Teléfono:

Il PARTE: Antecedentes epidemioldgicos:
N° de parejas sexuales:

Fecha de dltima relacion sexual (contacto sospechoso):

Antecedentes de ITS: SI NO Cual:

Consumo de antibi6ticos, tratamiento oral o tépico (ultimos 15 dias):

Uso de proteccién (métodos de barrera):

Il PARTE: Sintomatologia Clinica

Secrecion: Abundante ( ) Moderada ( ) Escasa ( )
Color: Blanquecina ( ) Amarillenta ( ) Verdosa ( )
Eritema: Sl NO

Prurito: SI NO

Ardor: Sl NO

Tiempo de evolucion:

Examen clinico:

Diagndstico clinico:

Tipo de muestra:

Fecha:




ANEXO B
Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA
RECOLECCION DE DATOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

UNIVERSIDAD
DE LOS ANDES

“Patrones de Sensibilidad Antimicrobiana en Aislados de Neisseria
gonorrhoeae en Mérida — Venezuela”

Mérida, de de 2017

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio: Consulta de ITS del Instituto

Autonomo Hospital Universitario de los Andes y Hospital Il El Vigia

Yo, portador(a) de la C.L

N° he sido informado (a) sobre los objetivos del presente trabajo de
investigacién y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar

andénimamente en este trabajo de investigacion.

Firma del participante Firma del investigador

C.I. N° C.I.N°




ANEXO C
Diplococos Gram negativos Intracelulares

ANEXO D
Morfologia de Colonias de N. gonorrhoeae




ANEXO E
Reaccion Positiva de Prueba de Oxidasa

ANEXO F

Prueba de Deteccion de Acido




ANEXO G
Prueba de Resistencia al Colistin

ANEXO H

Halos de Sensibilidad Antimicrobiana

Categorias Interpretativas y Puntos de Corte del

Agente Diametro de Inhibicion (mm)
Antimicrobiano

Sensible Intermedia Resistente

Penicilina =47 27-46 <26
Ceftriaxone = 35 - -
Cefixime > 31 - -

Tetraciclina = 38 31-37 <30

Ciprofloxacina = 41 28-40 <27

Fuente: CLSI, 2017



ANEXO |
Control de Calidad de Discos de Antibi6tico

ANEXO J
Método de Concentracion Minima Inhibitoria
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