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Resumen

Con el propésito de determinar los patrones de susceptibilidad antimicrobianay
produccién de beta-lactamasa, se estudiaron 60 pacientes procedentes del area de
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enfermedades de transmision sexual del Hospital Universitario “Dr. Manuel Nufiez
Tovar”, estado Monagas. Se aislaron 35 cepas (58,30%) de N. gonorrhoeae, las
cuales se agruparon de acuerdo a la susceptibilidad antimicrobiana y produccion de
beta-lactamasa, observandose una elevada tasa de resistencia a la penicilina (94,29%
) y a la tetraciclina (97,14%). De las 33 cepas de N. gonorrhoeae resistentes a la
penicilina, 15 (45,45%) fueron no productoras de beta-lactamasa. La sensibilidad in
vitro de N. gonorrhoeae frente al cefepime, cefoxitin y ceftriaxone fue de 97,14%,
94,29% y 80,50%, respectivamente. Con relacién a la susceptibilidad a la ofloxacina,
se encontro que el 97,14% de las cepas de N. gonorrhoeae mostraron sensibilidad a
este antimicrobiano.
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Abstract

In order to determine the patterns of antimicrobial susceptibility and beta-lactamase
production, 60 patients with sexually transmitted diseases were studied from the
University Hospital “Dr. Manuel Nufiez Tovar” jurisdiction in Monagas State.
Thirty-five N. gonorrhoeae strains (58,30%) were isolated, and they were grouped
according to antimicrobial susceptibility and beta-lactamase production. A high
resistance rate to penicillin (94.24%) and to tetracycline (97.14%) was detected. Out
of the 33 N. gonorrhoeae strains resistant to penicillin, 15 (45.45%) did not produce
beta-lactamase. On the other hand, in vitro sensitivity of N. gonorrhoeae to
cefepime, cefoxitin and ceftriaxone was 97.14%, 94.29%, and 80.50%, respectively.
In relation to the susceptibility to ofloxacin, it was found that 97,14% of the strains of
N. gonorrhoeae showed sensitivity a this antimicrobial. treatment.

Key words:

Neisseria gonorrhoeae, susceptibility, beta-lactamase, antimicrobial, resistance,
gonorrhoea.
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Introduccion

Neisseria gonorrhoeae es una bacteria perteneciente a la familia Neisseriaceae. Los
miembros tipicos del grupo de Neisseria son diplococos en forma de rifion, Gram
negativos, inmoviles, con un didmetro aproximado de 0,8 um (1). Son aerobios y
anaerobios facultativos, oxidan solo la glucosa, caracteristica bioquimica que permite
distinguirlas de las especies saprofitas, son oxidasa positiva y producen la enzima
catalasa (5, 14).

En cuanto a las caracteristicas de crecimiento, este microorganismo tiene
requerimientos complejos para desarrollarse, necesita medios selectivos (Thayer-
Martin, Martin-Lewis y New-York City); es importante sefialar que a estos medios
se les debe adicionar un suplemento antibiético (vancomicina, colistina y nistatina)
para inhibir microorganismos pertenecientes a la flora normal del individuo. Ademas,
requiere de un pHigual a 7,4, temperatura de incubacion de 37°C y una atmadsfera de
5-10% de CO, (1, 3).

La infeccidn producida por N. gonorrhoeae se denomina gonorrea o blenorragia, la
cual es una enfermedad de transmision sexual (31). La gonorrea puede acarrear
ciertas complicaciones locales o sistémicas; la complicacién mas frecuente en el
hombre esta dada por estenosis uretral y epididimitis, mientras que en la mujer, se
puede presentar salpingitis y esterilidad, y en ciertos casos se puede desarrollar
artritis gonocdccica e infeccion gonocdccica diseminada (9).

Desde 1977 a 1993, la incidencia de infeccion por N. gonorrhoeae a nivel mundial fue
del 56,00% (11). En Venezuela, para el aiio de 1988, el promedio de casos de
gonorrea fue de 20000 casos por afo, sin incluir el subregistro existente, por
consiguiente, la verdadera incidencia sea probablemente tres o cuatro veces mayor
(23).

Dentro de los factores de riesgo de la infeccién gonocéccica se encuentran, la falta de
proteccion en las relaciones sexuales, la promiscuidad, la edad (entre 15y 24 afios) y
un nivel socioeconémico bajo (14, 31, 32).

Anteriormente, la recomendacion terapéutica para la enfermedad gonocdéccica era el
uso de penicilina; sin embargo, la resistencia de los gonococos a este antibidtico se ha
elevado en forma gradual, debido a la seleccidén natural de mutantes cromosomicos,
de modo que, en la actualidad, numerosas cepas requieren concentraciones minimas
inhibitoria (CMI) elevadas de penicilina G para inhibirse (CMI 31 pg/mL). También
ha aumentado la prevalencia de N. gonorrhoeae productora de b-lactamasa. Ademas
de la resistencia a la penicilina, también se ha observado resistencia a otros
antimicrobianos, como la espectinomicinay la tetraciclina, esta Ultima producida
principalmente por plasmidos (7, 10).
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Con el objetivo de determinar los patrones de susceptibilidad antimicrobianay la
produccion de b-lactamasa en pacientes con N. gonorrhoeae provenientes del
Hospital Universitario “Dr. Manuel Nifiez Tovar, de Maturin, estado Monagas, se
realiz6 el presente estudio.

Materiales y Métodos
Poblacion

Durante el periodo en estudio comprendido desde Noviembre del afio 2002 hasta
febrero de 2003, se aislaron 35 cepas de Neisseria gonorrhoeae, las cuales fueron
obtenidas de 4 secreciones endocervicales y 56 secreciones uretrales, de pacientes de
ambos sexos, quienes acudieron a la consulta del area de Enfermedades de
Transmisién Sexual del Hospital Universitario “Dr Manuel NUfiez Tovar”, Maturin,
estado Monagas.

Recoleccidon y procesamiento
de la muestra

Las muestras estudiadas, fueron obtenidas de mujeres y hombres por el personal
médico que labora en el &rea de Enfermedades de Transmision sexual del Hospital
Universitario “Dr. Manuel NUfez Tovar” Maturin, estado Monagas. Previa colocacion
de un espéculo, las muestras endocervicales fueron obtenidas mediante un hisopo de
dacron, el cual se introdujo 2 centimetros en el canal cervical realizando ligeros
movimientos de rotacion durante 15 segundos (26). Se le indic6 al paciente
exprimirse el pene en direccion al orificio uretral, con el objeto de recoger el exudado
(12, 15).

Cabe seralar que todas las muestras se tomaron por duplicado, una para realizar el
cultivo y otra para la coloracién de Gram, donde se observaron la presencia de
diplococos Gram negativos intray extracelulares (4).

Aislamiento e identificacion
de las cepas de N. gonorrhoeae

Las muestras de secreciones uretrales y endocervicales fueron sembradas en forma
inmediata (en el lugar de la toma de muestra), en los medios de cultivo agar base GC
con 1% de isovitalex y suplemento, vancomicina, colistina y nistatina (VCN), éstos se
incubaron en atmosfera microaerofilica (5-10% de CO,) a 37°C durante 24 a 48

horas. Transcurrido el periodo de incubacion se observo la morfologia de las colonias
y se procedié a la realizacién de frotis coloreado por la técnica de Gram. De acuerdo
con las caracteristicas macroscopicas y microscoépicas, se realizo la identificacion
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bioquimica a través de la prueba de la oxidasa y oxidacion de carbohidratos,
utilizando como medio el CTA (agar semisolido cisteina triptico) el cual se le adiciona
1% de los carbohidratos glucosa, maltosa y sacarosa (17).

Produccién de beta lactamasa

Se determind utilizando el método de la cefalosporina cromdgena. Esta prueba se
fundamenta en la produccion de un compuesto coloreado (rosado) al poner el
substrato nitrocefina en contacto con un cultivo productor de betalactamasa, siendo
éste un procedimiento cualitativo para determinar la produccion de betalactamasa de
cepas de N. gonorrhoeae (3, 20, 25).

Susceptibilidad antimicrobiana

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realizé mediante el método de
difusion en disco en agar base GC suplementado con isovitalex, siguiendo las normas,
procedimientos y criterios establecidos por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (22). Se tomaron con hisopos de algodon estériles
varias colonias de N. gonorrhoeae de los medios de cultivo agar chocolate base GC
con 1% de isovitalex y se suspendieron en 5 mL de solucién salina fisiolégica (0,85%),
se incubaron a 37°C hasta observar la turbidez visible comparada con un estandar de
0,5 de McFarland equivalente a 108 microorganismos/mL (29). La suspension
bacteriana se inocul6 en placas de agar chocolate con base GC mas 1% de isovitalex,
posteriormente se dejo secar la placa inoculada (3 a 5 minutos) antes de colocar los
discos de antibidticos (cefotaxime 30 pg, cefoxitin 30 pg, ofloxacina 5 g, tetraciclina
30 ug, penicilina 10 pg, cefepime 30 pg), luego se incub6 a 37°C en microaerofilia (5-
10% de CO,) durante 24 horas (17). Como cepa control se utilizo Neisseria

gonorrhoeae ATCC 49226.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se emple6 una regla milimétrica para
medir los halos de inhibicion. Los resultados obtenidos se compararon con los
didmetros establecidos para cada antibiotico por el NCCLS, el cual permite expresar
los resultados en los términos sensibles y resistentes (22).

Analisis de datos

Los resultados obtenidos se expresaron en forma porcentual a través de tablas. Para

comparar la sensibilidad de N. gonorrhoeae a los antibioticos, se utilizé la prueba de
Chi-cuadrado a un nivel minimo de confiabilidad del 95% (18).

Resultados
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La Tabla 1, indica la frecuencia de casos de gonorrea en pacientes del area de
Enfermedades de Transmision sexual del Hospital “Dr. Manuel Nufiez Tovar”,
estado Monagas, donde del total de 60 muestras, 35 resultaron positivas (58,30%) y
25 fueron negativas (41,70%) para N. gonorrhoeae.

La Tabla 2, sefala las tasas de resistencia de penicilina y tetraciclina en cepas de N.
gonorrhoeae aisladas en pacientes del area de Enfermedades de Transmision

Sexual, y ademas se observa la no asociacion significativa (c2= 0,04; p0,05) entre
ambos parametros evaluados.

Los resultados mostrados en la Tabla 3 indican una asociacién no significativa

(c2= 0,27; p>0,05) entre las cepas de N. gonorrhoeae productoras de beta-
lactamasa y las no productoras de beta-lactamasa aisladas de pacientes del area de
Enfermedades de Transmision Sexual.

Tabla 1.

Frecuencia de casos de gonorrea del area de Enfermedades de Transmision Sexual
del Hospital “ Dr. Manuel Nufiez Tovar”, de Maturin, estado Monagas, Venezuela.

2003.
N° de Casos (total) Frecuencia
_ _ de N. gonorrhoeae (%)
| Positivos | 35 58,30
‘ Negativos ‘ 25 ‘ 41,70

F. de l.: Resultados obtenidos del area de Enfermedades de Transmisién Sexual.

En la Tabla 4, se muestran los porcentajes de sensibilidad in vitro de N. gonorrhoeae
frente a las cefalosporinas (Cefepime, Cefoxitin y Ceftriaxone), observandose una
mayor sensibilidad de las cepas al cefepime. Al aplicar la prueba de Chi-cuadrado, se

observa una asociacion no significativa (c2= 2,15; p>0,05) entre la sensibilidad de los
tres antibidticos estudiados.

En la Tabla 5, se observa una elevada sensibilidad a la ofloxacina por parte de las
cepas de N. gonorrhoeae aisladas en pacientes con secreciones uretrales y
endocervicales.

Discusion
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En este estudio se observé un porcentaje de individuos con gonorrea de 58,30%,
hecho que pone en evidencia que dicha enfermedad no ha podido ser erradicada del
todo, siendo considerada un problema de salud publica a nivel mundial. Al respecto
Bhuiyan y col. (2) encontraron en 224 aislados de secreciones endocervicales un
porcentaje de cultivos positivos para N. gonorrhoeae de 42,00%. Asimismo, Nufiez
(24) en Venezuela, especificamente en Maturin, estado Monagas, encontré un
66,66% de casos de gonorrea en pacientes con secreciones uretrales.

Tabla 2.

Resistencia a la penicilina y tetraciclina en cepas de N. gonorrhoeae aisladas en
pacientes del area de Enfermedades de Transmision Sexual del Hospital
Universitario Dr. “Manuel Nufiez Tovar”, Maturin, estado Monagas, Venezuela.
2003.

Antimicrobiano N° Total de Cepas | Resistencia |Porcentaje
(%)
Penicilina | 35 | 33 94,29
Tetraciclina | 35 | 34 | 97,14

F. de I. Resultados obtenidos del area de Enfermedades de Transmisiéon Sexual.
¢2=0,04; p>0,05.

Tabla 3.
Determinacion de betalactamasas en cepas de N. gonorrhoeae resistentes a la

penicilina, aisladas de pacientes del area de Enfermedades de Transmision Sexual,
Maturin, estado Monagas, Venezuela. 2003.

N° de Cepas de N. gonorrhoeae Cepas ( NGPBL) % Cepas
resistentes a penicilina (NGNPBL)%
33 15 ( 45,45) 18 (55,55)

F. de I. Resultados obtenidos del area de Enfermedades de Transmisién Sexual.
c?=0,27; p>0,05.

Tabla 4.
Estudio de la susceptibilidad a las cefalosporinas en cepas de N. gonorrhoeae aisladas

en pacientes del area de Enfermedades de Transmision Sexual del Hospital
Universitario Dr. “ Manuel Nufiez Tovar”, Maturin, Estado Monagas, Venezuela.
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2003.
Cefalosporinas | N°Total de Cepas | Sensibilidad |Porcentaje
_ (%)
‘Cefepime ‘ 35 ‘ 34 ‘ 97,14
Cefoxitin | 35 | 33 94,29
Ceftriaxone | 35 | 31 | 88,57

F. de |.: Resultados obtenidos del area de Enfermedades de Transmisién Sexual.
c2= 2,15; p>0,05.

Dentro de los factores de riesgo para contraer la infeccién gonocdccica se encuentran
la promiscuidad, la falta de proteccion en las relaciones sexuales, un bajo nivel
socioecondmico, asi como el sexo y la edad (27).

Las tasas de resistencia de la penicilina y tetraciclina a N. gonorrhoeae fueron muy
elevadas, lo que indica que ninguno de estos antibioticos fueron efectivos para inhibir
el crecimiento in vitro de N. gonorrhoeae, por consiguiente, no deben ser
considerados para el tratamiento de la infeccidén gonococcica en esta region. Estos
resultados concuerdan con (16) quienes encontraron en aislados clinicos de N.
gonorrhoeae un porcentaje de resistencia elevado tanto para penicilina como para
tetraciclina. Asimismo, Yey col (34) en un estudio realizado en China en secreciones
uretrales, encontraron un porcentaje de resistencia significativo en cepas de N.
gonorrhoeae a ambos antimicrobianos.

Dentro de los mecanismos de resistencia de N. gonorrhoeae a la penicilina se
encuentra la produccion de beta lactamasas la cual es codificada por genes incluidos
en un plasmido, y por alteracién de proteinas fijadoras de penicilinas (6).

La penicilina y la tetraciclina que por largo tiempo, constituyeron opciones
terapéuticas de primera eleccion, hoy dia, no son efectivas porque el gonococo, en
muchos casos, se ha hecho resistente a la accion de éstas (21). Las cepas resistentes a
la penicilina y tetraciclina tienden a diseminarse rapidamente en areas geograficas
cuando encuentran condiciones favorables de transmision y propagacion y es por ello
gue si no son tratadas oportunamente con los medicamentos apropiados, las
infecciones causadas por estas cepas, persistiran con un potencial contagioso y poder
patégeno, prolongando las posibilidades de transmision y aumentando el riesgo de
complicaciones locales y sistémicas (8).

Al aplicar la prueba de chi cuadrado (c?) entre las cepas de N. gonorrhoeae
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productoras de beta lactamasas y las no productoras de beta lactamasas, no se
observ0 asociacién estadisticamente significativa, esto indica que la elevada tasa de
resistencia a la penicilina obtenida en este estudio, no estuvo determinada
unicamente por los mecanismos de resistencias utilizados por las cepas productoras
de beta lactamasas, sino que esta resistencia pudo ser ocasionada también por otro
mecanismo, presente en las cepas no productoras de beta lactamasas; sin embargo,
hay que destacar que aunque, desde el punto de vista estadistico no se observo
asociacion, desde el punto de vista epidemioldgico, la tasa de cepas de N.
gonorrhoeae productoras de beta lactamasas tiene importancia clinica, debido a que
estas cepas pueden diseminarse con facilidad, por medio de la transferencia de
plasmidos a otras cepas que si son sensibles a la penicilina o a cepas resistentes a
otros antimicrobianos y por ende, crear cepas multiresistentes que puedan
distribuirse ampliamente en la region.

Tabla 5.
Sensibilidad a la ofloxacina de cepas de N. gonorrhoeae en pacientes del area de

Enfermedades de Transmision Sexual del Hospital Dr. “Manuel Nufiez Tovar”,
Maturin, estado Monagas, Venezuela. 2003.

Antimicrobiano N° Total de Cepas Sensibilidad Porcentaje
(%)

‘ Ofloxacina ‘ 35 ‘ 34 ‘ 97,14

F. de |.: Resultados obtenidos del area de Enfermedades de Transmisién Sexual.

Cabe destacar que los mecanismos de resistencia en las cepas de N. gonorrhoeae no
productoras de beta-lactamasa pudieron estar determinados por la existencia de una
combinacién de mutaciones cromosomicas a nivel de distintos loci genéticos que
pudieran contribuir a la resistencia a la penicilina.

La rapida propagacion de cepas de N. gonorrhoeae productoras de beta-lactamasas,
se ha relacionado con varios factores de indole econdmico, social, cultural e
institucional. La prostitucion, la automedicacion, la falta de control en la venta de
antibioticos y el alto costo de éstos, se han sefialado como factores influyentes en la
diseminacion de estas cepas (28).

Cuando se asociaron los porcentajes de sensibilidad in vitro de N. gonorrhoeae

frente a los antimicrobianos (Cefepime, Cefoxitin y Ceftriaxone), no se observo
dependencia entre las variables asociadas, lo que indica que la utilizacion de estos
antimicrobianos es efectiva para el tratamiento de la infeccion gonocéccica, debido a
gue todos mostraron una excelente actividad antimicrobiana frente a las cepas de N.
gonorrhoeae. Al respecto Rice y Knapp (30) no obtuvieron un asociacion significativa
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al comparar la efectividad de los antimicrobianos cefoxitin, cefepime y ceftriaxone
frente a aislados de N. gonorrhoeae.

Durante las ultimas tres décadas, se han desarrollado nuevas cefalosporinas
mediante la modificacion estructural de su nacleo. Estas modificaciones han surgido
para facilitar la produccion de compuestos con mayor actividad antibacteriana y
mejorar propiedades farmacoldgicas para vencer la resistencia bacteriana (19).

Los aislados de N. gonorrhoeae identificados en este estudio fueron altamente
sensibles (97,14%) a la fluoroquinolona (ofloxacina). Estos resultados concuerdan con
Rice y Knapp (30) quienes reportaron un porcentaje elevado de sensibilidad a
ofloxacina. Asimismo, Tanaka y col (33) encontraron un porcentaje de sensibilidad
del 90,00% en 79 cepas aisladas de N. gonorrhoeae.

Las fluoroguinolonas demuestran excelente actividad in vitro contra N.
gonorrhoeae, y han sido efectivas en dosis Unica en el tratamiento de infecciones
gonococcicas no complicadas (33). Estas quinolonas actuan sobre el ADN girasa, una
enzima topoisomerasa tipo 11 involucrada en los procesos de replicacion,
transcripcion y recombinacion.

Conclusiones

* En el periodo estudiado se encontro una alta frecuencia de casos de gonorrea.
= | as tasas de resistencia a la penicilina y tetraciclina por parte de las cepas de N.
gonorrhoeae aisladas fueron elevadas en este estudio.
» Existe una alta proporcién de infecciones gonocdccicas causadas por cepas de N.
gonorrhoeae productoras de beta-lactamasas.
= |as cefalosporinas (cefepime, cefoxitin y ceftriaxone) evaluadas en esta
investigacion presentaron una alta actividad antimicrobiana frente a cepas de
N. gonorrhoeae.
» La ofloxacina puede ser una alternativa en la terapia para infecciones por N.
gonorrhoeae.
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