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La gonorrea contintia siendo un grave problema de salud
piblica, por la cantidad de casos asintomaticos, espe-
cialmente en la mujer. Un sistema que descubra 100% de
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los pacientes que tienen la infeccion por Neisseria
gonorrhoeae (NG), seria deseable por la importancia
clinica y epidemiolégica de la enfermedad, pero la falla
radica en la pérdida de la viabilidad del microorganismo
por no usar medios de transporte adecuados y por la
dificultad que tienen los laboratorios en conseguir los
elementos necesarios para preparar un buen medio de
cultivo que permita el aislamiento primario, espe-
cialmente de sitios contaminados como el endocérvix
humano. Debido a esto se ha producido una serie de
medios de transporte como el Amies y medios que sirven
de transporte y crecimiento (Transgrow, laminas Go de
Roche), asi como 1a modificacién del tradicional medio de
Thayer Martin!, en ¢l sentido de adicionarle antibioticos y.
antimicOticos que frenen con mayor eficiencia los
microorganismos acompaiiantes.

Las pruebas enzimdticas (ELISA-Gonozyme®), la fluores-
cencia directa, la caracterizacion de bandas de ADN, todas
con cifras relativamente altas de sensibilidad que fluctian
entre 93.0% y 97.9%2%5, son técnicas para agilizar y
mejorar el diagnéstico. Sin embargo, la consecucion de
estos elementos muchas veces se hace dificil por el costo
mismo y por las dificultades inherentes a los tramites de
importacion. El problema concluye en que la vigilancia
epidemioldgica se limita a un examen directo por Gram,
como tnico instrumento para identificar 1a entermedad.
Otro de los problemas encontrados en esta practica es la
dificultad que tienen algunos laboratorios para reconocer
la bacteria, al emplear el medio tradicional de fermenta-
cion de carbohidratos.
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En el presente trabajo, realizado en la ciudad de Cali,
Valle, Colombia, se midié la prevalencia de NG en un
grupo de mujeres que asisten al Centro de Salud del Barrio
Obrero, al control de enfermedades sexualmente trans-
misibles. Se compararon tres medios de cultivo y la
prueba enzimitica de Gonozyme® (Abbott) para el
diagnéstico, lo mismo que 2 técnicas de fermentacion de
carbohidratos para identificar las especies de Neisseria®.
También se midié el porcentaje de cepas productoras de
beta-lactamasa.

MATERIAL Y METODOS

Grupo de estudio. Las personas estudiadas asistian al
Centro de Salud del Barrio Obrero de la ciudad de Cali a la
consulta de enfermedades transmisibles sexualmente. En
distintos dias de la semana se eligieron al azar 214
mujeres que se examinaron mediante 2 métodos: la prueba
enziméatica conocida como Gonozyme® que se compard
con el cultivo tradicional, realizado en 3 medios dife-
rentes.

Se utilizé Gonozyme® solamente en 93 de las 214 muje-
res, debido a limitaciones econémicas y ademas, porque
no se observaron variaciones en la prevalencia de la
blenorragia al comparar el primer grupo de 100 con las
siguientes 100 personas. A las pacientes examinadas con
Gonozyme® se les hizo una encuesta para obtener datos
epidemiolgicos y se practicO ademas una observacion
minuciosa del estado fisico del cuello uterino.

El material se obtuvo directamente del cuello uterino
mediante un escobillén de dacrén. La primera muestra se

destind al cultivo en agar y al examen directo por Gram.

Se tom$ una segunda muestra con el escobillon que
suministra el Gonozyme®, previa limpieza del cuello
uterino, segun recomiendan los fabricantes del producto.

Proceso de la muestra

1. Examen directo. Por coloracion de Gram para esta-
blecer comparacién con los otros 2 procedimientos y
observar la presencia o no de reaccién leucocitaria.

2. Cultivo. Se hizo en agar Thayer-Martin modificado,
por la adicién de anfotericina B 2 mg/l y lactato de
trimetoprim 5 mg/1, para inhibir los hongos resistentes a
la nistatina y las cepas de Proteus, contaminantes comu-
nes de este sitio corporal. También la muestra se sembré
en Thayer-Martin tradicional y agar chocolate con
vancomicina-colisticina-nistatina (VCN), usando el agar
tripticasa como base y sangre de cordero al 7% para
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enriquecer mas el medio. El cultivo se llevé a cabo segun
la metodologia establecida y la identificacion se hizo con
la prueba de oxidasa y las reacciones de fermentacion en
agar-cisteina-tripticasa (ACT) modificado® y ACT blando.
La modificacién del ACT consistié en adicionar agar para
conseguir una concentracién final de 1.5% y la del azucar
hasta 2%: el medio se preparé con la superficie inclinada.
A todas las cepas se les practicé la prueba de beta-
lactamasa con el reactivo de nitrocefin. Se usaron como
controles positivos Haemophilus influenzae tpo b y
Staphylococcus aureus.

3. Gonozyme®. Esta técnica, cuyo principio activo
consiste en demostrar antigeno gonocdcico en frots
uretral o en conducto cervical, se lleva a cabo mediante
una prueba inmunoenzimdtica de fase sélida. Se aplico
tan sélo a 93 de las 214 pacientes, pues habia ciertas
limitaciones econdmicas y, ademas, porque no se
observaron variaciones en la prevalencia de la blenorragia
cuando se compar6é el primer grupo de 100 con las
siguientes 100 personas examinadas.

RESULTADOS

Del grupo estudiado, 64% estaban en la tercera década de
la vida, con promedio de edad de 28 afios, desviacion
estandar de 6.4 afios y una mediana de 27.

Se obtuvieron 48 cultivos de NG en el agar Thayer-
Martin modificado, de las 214 pacientes examinadas, para
una prevalencia de 22.4%. Este fue el medio que
suministré los maximos resultados, pues la adicion de
anfotericina B y lactato de trimetoprim inhibieron el
crecimiento de Candida albicans y Proteus sp, respec-
tivamente, gérmenes que son comunes en el tracto genital
femenino. En los otros medios empleados el compor-
tamiento de las 48 cepas fue similar, con excepcion de 3
cultivos contaminados con Proteus Sp.

Cuadro 1

Comparacién de la Prueba Gonozyme® con el
Cultivo Thayer-Martin

Thayer-Martin
Gonozyme® Positivo Negativo Total
 Positivo 13 5 18
Negativo 7 68 75
Total 20 s 93

“_X2McNemar = 0.08 NS Sensibilidad 13/20 x 100= 65%

Especificidad 68/73 x 100= 93.2%
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A todas las 48 cepas aisladas se les midié la capacidad
para producir beta-lactamasa, y se obtuvo un porcentaje de
resistencia a la penicilina de 27.1% (13/48). Al comparar
la positividad de NG en las 93 personas examinadas por
ambos métodos, se encontré 19.3% y 21.5% para
Gonozyme® y cultivo, respectivamente.

El Cuadro 1 muestra concordancia de resultados entre el
cultivo y la prueba de Gonozyme®. La sensibilidad para
Gonozyme® fue 65% y la especificidad, 93.2%.

Se encontré un valor predictivo de la prueba positiva de
72.2%, considerado como aceptable, mientras que el valor
predictivo de la prueba negativa fue 9.3%, relativamente
bueno. La prueba pareada de McNemar mostr6 que no hay
diferencias estadisticamente significantes entre ambos
tipos de exdmenes, lo cual hace pensar que se pueden
emplear indistintamente, con resultados similares en este

grupo de poblacion.

Al utilizar la informacién contenida en el formulario
diligenciado a las 93 pacientes sometidas a ambas pruebas
diagnésticas, se hicieron los andlisis estadisticos y se¢
observé que la edad, la frecuencia de relaciones sexuales y
aun la presencia de sintomas no contribuian a que hubiera
diferencia estadisticamente significante entre ambas
pruebas.

DISCUSION

La blenorragia esta dentro de las principales enfermedades

de transmisi6n sexual. Su forma sintomatica en algunos
casos se diagnostica clinicamente con facihidad. Las
formas distorsionadas y las asintomaticas son las que en
realidad se han constituido en un problema de salud
publica.

Se han ensayado varias técnicas de laboratorio para con-
firmar la impresion clinica y se concluyé que la colo-
racién de Gram, el cultivo y aun las pruebas enzimaticas
fallan. Esto hace pensar que hasta no descubrir un método
que ofrezca 100% de sensibilidad y especificidad, el diag-
néstico se mejorard al combinar los sistemas existentes.
En orden de complejidad, el diagndstico se ha llevado a
cabo por medio de la tradicional coloracion de Gram, que
ha establecido su valor cuando permite observar diplo-
cocos Gram negativos intracelulares y hay reaccion leuco-
citaria abundante; sus limitaciones consisten basicamente
en la subjetividad que en un momento dato puede 1mpri-
mir el microscopista, cuando examina muestras prove-
nientes de personas expuestas a alto riesgo. También es
frecuente confundir Neisseria con Acinetobacter sp,
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microorganismo que se puede encontrar en la region
genital, pues se aisla con frecuencia en casos de infeccion
urinaria; pero tal vez la mayor limitacion del examen
directo consiste en que no permite demostrar la viabilidad
del microorganismo y la capacidad para producir beta-
lactamasa.

El cultivo, que es el mejor método en sensibilidad y
especificidad conocido hasta ahora’, también tiene limi-
taciones diagndsticas y es de dificil ejecucion en ciertos
tipos de laboratorios. La falta de experiencia que permite
la desecacion en el manejo de la muestra clinica, dismi-
nuye en un porcentaje bastante alto la posibilidad de aislar
el microorganismo. Las deficiencias en el transporte y un
inadecuado suministro de CO,, también afectan la viabili-
dad del germen.

El frecuente error de algunos laboratorios al creer que todo
lo que crece en agar Thayer-Martin y da positiva la prueba
de oxidasa es NG, es otra causa de falla en el diagndstico.
La udnica prueba que permite identificar la NG es la
fermentacion de los azicares, ademas de otras mas
complejas, como la caracterizacion de las bandas de ADN,
la fluorescencia directa y las pruebas enzimaticas para
demostrar el antigeno gonocdcico.

La prueba de fermentacion, otro de los escollos encon-
trados por los laboratorios de rutina, se hizo en el medio
ACT modificadob. El olvido de la medicion de pH y su
posterior ajuste a 7.3 U es tal vez la explicacion por la
cual casi todos los laboratorios argumentan que esta
prueba es compleja y no les funciona a satisfaccion. En el
presente estudio, las 48 cepas aisladas se identificaron con
la técnica del ACT modificado y del ACT blando; se
alcanz6 una correlacion de 100%, pero fue mas facil la
interpretacién con el procedimiento modificado.

Pero como el problema de salud publica sigue vigente, se
ensayan nuevos métodos diagndsticos que den agilidad y
precision, p.e. la prueba enzimatica Gonozyme®, cuyo
principio biolégico consiste en unas esferas tratadas con
un anticuerpo (Ac) contra NG, que sirve de unién al
antigeno (Ag) que se espera encontrar en la muestra
clinica (secrecion uretral, endocervical, anal, etc). Poste-
riormente, este complejo esfera-Ac-bacteria se pone en
contacto con un conjugado constituido por un Ac unido a
una enzima, la peroxidasa de rabano. La presencia de la
enzima en la superficie de la estera se determina al incubar
todo el sistema en un sustrato, el orto-fenilendiamina que
contiene ademads una soluciéon amortiguadora de citratos-
fosfatos y peroxido de hidrégeno. La reaccion positiva se
manifiesta por la presencia de un color anaranjado. La



intensidad de este color es directamente proporcional a la
cantidad de Ag de NG fijado a la esfera. La lectura de la
prueba se hace con la ayuda de un espectrofotdémetro a una
longitud de onda de 495 nm. Los resultados obtenidos con
esta prueba enzimatica son muy controvertidos. Schater et
al2 la aplicaron a 196 hombres y la compararon con el
cultivo, que mostré6 una prevalencia de 14% de NG,
obtuvieron 93% y 99% de sensibilidad y especificidad,
respectivamente.

Nasello et al® examinaron 119 hombres y 198 mujeres y
combinaron las pruebas de Gonozyme®, cultivo y Gram
para obtener 89.5% de positividad en hombres y 95.9%
en mujeres; encontraron una sensibilidad en Gonozyme®
de 88.5% y 99% para hombres y mujeres y una espe-
cificidad de 93.5% y 86%, respectivamente, en ambos
grupos. Estos autores recomiendan usar todas las pruebas
disponibles, para mejorar el diagndstico.

En el presente estudio se aplicé 1a prueba enzimatica a 93
pacientes de las 214 personas examinadas, y se vieron
sensibilidad y especificidad de 65% y 93.2%, respecti-
vamente. La prevalencia de NG fue 19.3%.

El Cuadro 2 indica una comparacion de los resultados

obtenidos en el presente estudio frente a los de otros

autores348.9, Se puede ver que no hay diferencias
estadisticamente significativas. Estos hallazgos y los de
otros autores permiten hacer los siguientes comentarios
acerca de la prueba enzimatica:

1. Se puede usar como prueba filtro en grupos de alto
riesgos.

2. Como puede haber gran cantidad de falsos positivos

por existir Ag en el cérvix, no se recomienda en

pacientes en tratamiento o en vias de curacion!o,

Se considera mejor que la prueba de Litmulus!1.

Debido a que su especificidad es menor de 100%,

cuando se usa en poblaciones con baja prevalencia de

NG se hace necesario mejorar la prueba. |

5. Por tener las limitaciones anteriores no se recomienda
en poblaciones de baja prevalencia; se puede emplear
combinada con las pruebas tradicionales de Gram y
fluorescencia.

6. No ofrece mejores resultados que el tradicional cultivo
bacteriano, sobre todo en muestras de canal endo-
cervical’.

/. No diferencia cepas productoras de penicilinasa.

g g

En el presente estudio se midio la prévalencia de NG
empleando 3 medios de cultivo, con la finalidad de com-
parar los resultados en cada uno de ellos y poder mostrar a
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Cuadro 2
Comparacion de la Prueba Enzimatica con otros
Estudios Realizados en Grupos de Alto Riesgo

Autor N°® S E Prevalencia
pacientes de NG
Van Ulsen ef al® 266 88 992 84
Thomas et al4 100 84.2 08.7 192
Nasello et al® 119 88.5 89.2 -
Skeels et al? 355 79.7 97.9 e
Presente estudio 03 65.0 03.2 193

los laboratorios que hay alternativas distintas al Thayer-
Martin. La prevalencia de 22.4% de NG se logro en el
agar Thayer-Martin modificado, donde se aislaron 48
cepas de las 214 pacientes estudiadas.

La conclusion a que se llega es que este es el mejor medio
pero como alternativa se puede emplear el agar chocolate
preparado con agar tripticasa y sangre de cordero al 7%
adicionando ademas VCN. Aumentar la concentracion de
sangre a 7%, enriquece mas el medio, evita el uso de
isovitalex, y reduce los costos y las dificultades que se
presentan para conseguir este suplemento.

La susceptibilidad antimicrobiana no es una prueba de
rutina que se realiza en los aislamientos de NG. Aunque
los gonococos han aumentado su resistencia a la penici-
lina y a otros agentes antimicrobianos, la tasa de curacion
en infecciones genitales no complicadas es de 95%,
cuando se usa una dosis adecuada de penicilinal2,

En 1976 aparecieron las cepas productoras de beta-
lactamasa, importadas de Filipinas a los Estados Unidos$;
ellas poseen un plasmidio que codifica la produccion de la

enzima e hidroliza la penicilina. La aparicion de estas

cepas ha 1do en aumento.

Cuadro 3
Aislamiento de NG en Tres Medios de Cultivo

Medios Resultados Examenes

; realizados

+ . contami-
nados

Agar Thayer-
Martin modific. 48 166 0 214
Agar Thayer-
Martin 45 163 3 214
Agar chocolate
con VCN 45 163 3 214
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A todas las 48 cepas aisladas se les midi6 la capacidad
para producir beta-lactamasa. Esta prictica es importante
para propositos de vigilancia. Existen varios métodos, el
acidométrico, el yodimétrico y el de las cefalosporina
cromo-génica conocida como nitrocefina.

Como se ha mencionado, al gonococo no se le practica
rutinariamente el antibiograma; pero en casos excepcio-
nales se realiza con discos de 10 unidades de penicilina y
100 pg de espectinomicina; el agar empleado es el GC,
suplementado con isovitalex al 1%. Los halos de
inhibicion menores de 20 mm para penicilina, indican
resistencia, probablemente debida a la produccidn de beta-
lactamasa; de 20 mm o mayor indica sensibilidad. Para la
espectinomicina se considera resistente el halo menor de
14 mm y mayeor de 18 mm sensible.

Cuando se requiere antibiograma con otros antibiGticos
(tetraciclina, cefoxitin, cefotaxime) se recomienda agar-
proteosa-peptona N® 3 con hemoglobina e isovitalex,
ambos al 1%. La resistencia a la penicilina también puede
estar ligada al cromosoma bacteriano®. Esta alta prevalen-
cia de cepas resistentes a la penicilina comparada con 4%
que mnformaron otros autores!3, se puede deber a las
siguientes razones:

1. Se realiz6 con el primer cultivo y no con el cultivo
purificado, pues se sabe que la bacteria puede perder el
plasmidio que controla esta capacidad con los pases
Suces1voss.

2. El reactivo con nitrocefin es mas sensible que el
método yodimétrico, para descubrir beta-lactamasa.

3. Es practica comiin en este grupo de personas aplicarse
cada mes un benzetacil, como medida profilictica,

~hecho que podria contribuir a la répida aparicién de
cepas resistentes.

La identificacién de NG se hizo por medio de la fermen-

tacion de aziicares que se compar6 con los agares ACT
blando y ACT modificado.

Como NG es un aerobio estricto, el ACT modificado es

un agar con superficie inclinada y ofrece una mayor 4rea
de utilizacion del sustrato. Aunque los resultados con
ambos medios de cultivo fueron los mismos, el cambio
de color por la fermentacién en el agar modificado es mas
evidente.

Algunas veces la fermentacion en el ACT no se presenta.

0 es de dificil interpretacion por lo siguiente:

1. No hay degradacién del carbohidrato por bajo inéculo
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bacteriano. |

2. La degradacién simultidnea de glucosa y maltosa, se
debe a la contaminacién de los aziicares o a la presen-
cia de un meningococo.

3. Todos los tubos son positivos, debido a incubacién en
CO, o contaminacién. La aparici6n de un color
intenso, amarillo brillante, sugiere contaminacién: se
debe hacer un examen con Grams.

Es preocupante la alta prevalencia de 22.4% de NG en
este grupo de poblacion. Llama la atencién que ninguna
de las pacientes relaté sintomas compatibles con la
enfermedad, quiz4 por la automedicacién que se mencioné
antes. Tampoco hubo correlacién entre la presencia de la
bacteria y el estado del cuello uterino. Estos hallazgos
refuerzan el hecho que en el control de la blenorragia,
continia siendo el cultivo el unico instrumento diag-
nostico que ofrece garantia para descubrir casos sinto-
maticos y asintomdticos y que otras técnicas diagndsticas,
como la prueba enzimética, tienen limitaciones y no se
pueden utilizar solas y menos en grupos de poblacién con
baja prevalencia de NG.
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SUMMARY

Neisseria gonorrhoeae prevalence was measured in a high
risk group of 214 women who attend the Health Center at
the Barrio Obrero in Cali, Colombia. The research work
was performed by two different methods. The enzymatic
test known as Gonozyme®, for antigen detection, showed
a prevalence of 19.3% while the culture method, using
Thayer-Martin agar, Thayer-Martin modified agar and
cholocate agar plus VCN, gave 22.4% prevalence, with a
total of 48 isolates. Of the isolated strains, 27.1%

(13/48) were B-lactamase positive. Bacteria were
identified by CTA agar.
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