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Resumen y Abstract IX

Resumen

La gonorrea es una enfermedad de transmisién sexual la cual es ocasionada por la
bacteria Neisseria gonorrhoeae. Esta infeccion representa un problema serio de salud
publica global, debido la aparicién, incremento y dispersion de cepas con resistencia a
los antimicrobianos. Adicionalmente, existen otras probleméaticas asociadas, como la
falta de sintomas en algunas mujeres, el desconocimiento de la enfermedad, el

tratamiento sindromico, y el sub-registro.

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) desarrolla desde el afio 1983 un
programa de vigilancia voluntaria por laboratorio de N. gonorrhoeae, en base a esto se
realizé el presente estudio, con el objetivo de caracterizar fenotipica y genotipicamente
los aislamientos de N. gonorrhoeae, enviados al INS por los Laboratorios de Salud
Publica (LSP) durante el periodo 2013-2014.

Los aislamientos reportados durante el periodo de estudio, se recibieron de 19 entidades
de salud del pais, los cuales fueron confirmados mediante las pruebas fenotipicas, se
determiné la sensibilidad antimicrobiana de acuerdo a los parametros del Clinical
Laboratory Standards Institute CLSI y la caracterizacion genotipica se realiz6 mediante
las técnicas de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), Ng MAST y PCR para la

identificacion del gen TEM.

Se recibieron 246 aislamientos, pero solo fue posible aislar y confirmar la bacteria en 126
(58,53 %). Estos aislamientos provenian de Bogota 62 (25,2 %), Antioquia 54 (21,9 %),
Amazonas 47 (19,1 %) y Risaralda 33 (13,4 %). De los aislamientos recibidos, 188
(76,42 %) eran de hombres, 58 (23,57 %) de mujeres, 50 (20,33 %) eran de menores de

15 afos, de los cuales 37 (63,79 %) se aislaron en nifias.
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La resistencia a penicilina, tetraciclina y ciprofloxacina fue de 65,8 %, 42,8 % y 29,4 %,
respectivamente. La multirresistencia se presenté en 14 (11,11 %) aislamientos. Se
encontraron 13 fenotipos de resistencia de los cuales el mas comun fue N. gonorrhoeae
productora de penicilinasa (PPNG) (34/126; 26.98%). La PFGE agrup6 110 aislamientos
en 17 grupos, con 54 patrones diferentes; los 16 aislamientos restantes no relacionaron
genéticamente. El grupo mas coman fue el A, con 19 (15,1 %) aislamientos, la mayor
parte de estos presentaron el fenotipo de resistencia PPNG. La prueba de Ng-MAST
revel6 una gran diversidad en los 20 aislamientos secuenciados debido a que no se

encontré ninguna secuencia tipo (ST) predominante.

En conclusion, los hallazgos del estudio sirven de linea base para el conocimiento de los
aislamientos de N. gonorrhoeae que circulan en nuestro pais. La resistencia y la gran
variabilidad de las cepas reflejan que enfrentamos un preocupante problema de salud
publica, que requiere una estrategia multidisciplinaria que incluya educacion, campafas
de prevencién y promocién, mejora en los métodos diagnosticos y determinacion de los

perfiles de sensibilidad antimicrobiana.

Palabras clave: Neisseria gonorrhoeae, Resistencia antimicrobiana, infecciones de

transmision sexual.
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Abstract

Gonorrhoea is a sexually transmitted infection caused by the bacterium Neisseria
gonorrhoeae, this is a serious global public health problem, given increase in
antimicrobial resistance. Asymptomatic women, ignorance of the disease, syndromic

treatment and sub-register are additional problems to the disease.

In Colombia, the National Health Institute (INS, in Spanish) has developed, since 1983, a
program for laboratory surveillance of N. gonorrhoea with the voluntary participation of
Public Health Laboratories (PHL) at the national level. The present study was conducted
with the aim of characterizing phenotypically and genotypically the total number of N.

gonorrhoeae isolates, received by the INS from PHL during the time period 2013-2014.

The isolates reported during the period of study were received from 19 PHL. For
phenotypic typification, assays of antimicrobial susceptibility according to the parameters
of the CLSI were performed. Genotypic characterization achieved through techniques
such as Electrophoresis Pulsed Field Gel (PFGE), Multi-antigen sequence typing (NG-
MAST) and TEM- gene amplification.

Out of a total of 246 isolates, we were able to identify the bacteria in 126 (58.53 %)
cases. These isolates originated from Bogota: 62 (25.2 %), Antioquia: 54 (21.9 %),
Amazonas: 47 (19.1 %) and Risaralda: 33 (13.4 %). 188 (76.42 %) isolates were from
men and 58 (23.57%) from women; 50 (20.33%) of them corresponded to children under

15 years of age and from these, 37 (63.79%) were female.

We found 65.8 % resistance to penicillin, 42.8 % to tetracycline, and 29.4% to
ciprofloxacin. Multi-resistance occurred in 14 (11.11%) isolates, 13 showed resistance
phenotypes, and the most common was penicillinase producing N. gonorrhoeae (PPNG)
found in 34 (26.98%) isolates. The PFGE grouped 110 isolates in 17 clusters, with 54

different patterns, while 16 isolates were unrelated. The most common cluster was A with
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19 (15.1%) isolates; most of these showed the PPNG resistance phenotype. Ng-MAST
(Multi Antigen Sequence Typing) revealed a high genetic diversity in the 20 isolates

sequenced as not predominant sequence type was found.

In conclusion, our findings serve as baseline for understanding N. gonorrhoeae isolates
circulating in Colombia. Resistance and the high variability of strains represent serious
public health problem, which requires a multidisciplinary strategy integrating education,
prevention campaigns, improved diagnostic methods and determination of antimicrobial

susceptibility profiles.

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, antimicrobial resistance, sexually transmitted

infections
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Introduccioén

Las infecciones de transmisién sexual (ITS) son una de las principales causas de
morbilidad, con consecuencias a nivel sanitario, social y un alto costo para el sistema de
salud y para los pacientes. Las ITS corresponden a aquellas infecciones que se
transmiten principalmente a través del contacto sexual. Estas infecciones son causadas
por diferentes agentes etioldgicos entre ellos Neisseria gonorrhoeae, patégeno comun

gue afecta a nivel urogenital, ano rectal, faringeo y conjuntival (1-5).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2008 se produjeron
alrededor de 106 millones de nuevos casos de gonorrea a nivel mundial y de acuerdo
con el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos
(CDC), aproximadamente 700.000 ocurren en los Estados Unidos, y es la segunda
infeccién de transmisién sexual (ITS) mas frecuentemente reportada después de C.

trachomatis (6,7).

La OMS ha diseflado un algoritmo como guia para la implementacion del manejo
sindrémico de las ITS, el cual ha demostrado ser valido y factible especialmente en la
descarga uretral en hombres y en Ulceras genitales en hombres y mujeres. En cuanto al
algoritmo para el manejo sindromico en las mujeres con dolor abdominal bajo, este es
satisfactorio, sin embargo hay limitaciones en el algoritmo para el flujo vaginal, para el
manejo de las infecciones por N. gonorrhoeae y C. trachomatis, especialmente en
lugares de baja prevalencia y en las adolescentes, lo cual hace indispensable identificar

los principales factores de riesgo asociados a las ITS (8).

A la fecha no se conoce la prevalencia real de las ITS en Colombia, ya sea por las
limitaciones para realizar el diagndstico, el desconocimiento de las enfermedades y la no
obligatoriedad de la notificacion del evento; esto complica el abordaje de estas

enfermedades, ocasionando fallas en el tratamiento (9).
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Segun los datos reportados por la Encuesta Nacional de Demografia y Salud del 2010
para Colombia, 17% de las mujeres manifestdé no conocer absolutamente nada sobre las
ITS diferentes al VIH/Sida, 31% no conocer ningun sintoma en el hombre y 28% ningdn
sintoma en la mujer, lo cual significa que cerca de la mitad de la poblacién encuestada no

tiene informacién sobre estas infecciones (9).

Durante las pasadas tres décadas N. gonorrhoeae ha desarrollado resistencia a la
mayoria de los antibidticos empleados para el tratamiento, entre ellos penicilina,
tetraciclina y fluoroquinolonas; debido a esto se recomendd internacionalmente la
utilizaciéon de cefalosporinas de tercera generacion, sin embargo ya se reportaron fallas
en el tratamiento con cefixima en paises como Japon, Francia, Canada, Noruega, Reino

Unido entre otros y con ceftriaxona en Suecia, Austria y Australia (10,11,12).

En los datos de la vigilancia por laboratorio, en Colombia, durante el periodo de 1983-
1993 se reportd la presencia de aislamientos productores de beta lactamasa en un 52%,
asi como una resistencia a penicilina y tetraciclina de 100% y 96% respectivamente
(13,14). Adicionalmente en trabajos anteriores en Colombia, en el afio 2000, 10 (59%) de
los aislamientos presentaron resistencia a penicilina y en el 2009, 14 (56%); la resistencia
a tetraciclina se presenté en 12 (71%) de los aislamientos en el afio 2000 y 13 (52%)
para 2009(15).

El 15 de julio de 2011 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) public6 una
alerta epidemiolégica ante la aparicion de una cepa H041 de N. gonorrhoeae, que
contiene mutaciones genéticas que la hace resistente a penicilina, ciprofloxacina,
tetraciclina y también a cefalosporinas de tercera generacion, pero es sensible a
espectinomicina y de sensibilidad reducida a azitromicina. Ante esta situacion la OPS
recomendo fortalecer la vigilancia mediante la confirmacion microbiolégica del patégeno y
el empleo de métodos de barrera para la prevencion de las ITS(16) En la actualidad se
ha informado de la aparicion de otras 2 cepas de N. gonorrhoeae que presentan
resistencia a las ceftriaxona pero son molecularmente diferentes, denominadas F89 y
A8806 (12) .
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Esta preocupacién mundial llevé a que la OMS lanzara en 2012 un plan de accién global
para el control de la propagacion y el impacto de la resistencia antimicrobiana en
N.gonorrhoeae cuyo objetivo es facilitar la detecciébn temprana de cepas resistentes y
combinarlo con una respuesta de salud publica para prevenir y tratar oportunamente las
infecciones gonocdcicas y mitigar el impacto de la resistencia a las cefalosporinas. Esta
estrategia se lograra a través de la accibn multisectorial proporcionando
recomendaciones para la coordinacion de la comunicacion, la cooperacion y los

esfuerzos de promocion a nivel nacional, regional e internacional (17).

Teniendo en cuenta esta problematica se hace necesario fortalecer la vigilancia de las
ITS producidas por este patbgeno mediante la caracterizacién fenotipica y molecular lo
gue genera informacién util para la generacién de estrategias estatales y locales que
permitan detectar de manera oportuna la presencia de las cepas de N. gonorrhoeae que
presenten resistencia a todos los antibidticos disponibles; dichas estrategias asociadas
con la implementacion a corto, mediano y largo plazo de protocolos de vigilancia
epidemioldgica permitiran contener la propagacion de este patégeno e implementar
acciones de prevencion y control tanto en poblacion de riesgo como en la comunidad en

general.

ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud Colombia desarrolla desde el
afio 1983 un programa de vigilancia voluntaria por laboratorio de N. gonorrhoeae, con el
objetivo de realizar la confirmacién de la identificacion de los aislamientos enviados por
los Laboratorios de Salud Publica (LSP) del pais y determinar los patrones de
sensibilidad antimicrobiana de este patégeno. Estos aislamientos vienen acompafiados
de datos demograficos de los pacientes, tales como procedencia, edad, sexo y fuente.
Dentro del programa se realizan capacitaciones con el fin de mejorar el diagnostico de
este patégeno (18). De la misma manera participa en el control de calidad externo
teniendo como laboratorio de referencia el GASP en Canada, Programa de Vigilancia
Antimicrobiana de Gonococo; programa en el cual Colombia ha participado activamente
desde el afio 1990. De dicho trabajo se han realizado dos publicaciones, la primera retne

los datos de 1990-1999 que muestra para los paises suramericanos y el caribe una
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variacion de la resistencia cromosomal a penicilina entre 1.0% y 11% y una resistencia
plasmidica entre 18% y 38,8%. Para tetraciclina la resistencia cromosomal vario entre

74% y 36% y la resistencia mediada por plasmidos entre 12 y 27,4%.

En Colombia al analizar 185 aislamientos durante 10 afios de estudio se observd una
frecuencia de aislamientos con resistencia plasmidica a penicilina (PPNG) mayor al 50%
y a tetraciclina del 77%(19).

En una segunda fase entre el periodo 2000-2009 para los paises Latinoamericanos y del
Caribe se encontré una resistencia a ciprofloxacina del 11% y a penicilina de 28% con
una disminucién de los aislamientos PPNG (31% en el afio 2000 y 20% en el 2009); la
resistencia a tetraciclina fue 40%. En Colombia durante este periodo se estudiaron 134
aislamientos de los cuales 25% presentaron resistencia a ciprofloxacina, 57% a penicilina
y 60% a tetraciclina, dos aislamientos presentaron una resistencia intermedia a

espectinomicina y todos los aislamientos fueron sensibles a ceftriaxona(19).

Segun las guias de tratamiento emitidas por la OMS en 2005, se recomendaba el
tratamiento sindromico con la utilizacion como primera linea de ciprofloxacina 500 mg via
oral dosis Unica. Debido a la aparicion de cepas resistentes la recomendacién debid ser
cambiada por ceftriaxona segln las guias de practica clinica para el diagnéstico y

tratamiento emitidas por el Ministerio de Salud y proteccién Social 2013(20, 8).

En los datos de la vigilancia por laboratorio que lleva el Grupo de Microbiologia del
Instituto Nacional de Salud Colombia, la resistencia a ciprofloxacina se informa por
primera vez en el afio 2007 con 2 aislamientos (9,5%) y se increment6 hasta un 14,8%
en el afo 2013. (Fig. 1) (18).
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Fig.l Neisseria gonorrhoeae: distribuciébn de aislamientos colombianos por afios de
vigilancia y susceptibilidad a ciprofloxacina 2000-2013.

Fuente: Grupo de microbiologia INS Colombia.

Sin embargo, se mantiene la recomendacion del uso del tratamiento sindrémico lo cual
hace que se limite el cultivo del microorganismo y por lo tanto se desconozca el problema
real de la resistencia en nuestro pais. Si a esto le sumamos que es un microorganismo
de requerimientos nutricionales especiales y por lo tanto de dificil crecimiento, lo cual
dificulta que se recuperen todos los aislamientos enviados por los diferentes LSP, esto
conlleva a que el problema sea subvalorado (de 660 aislamientos enviados durante el
periodo 2000-2013 solo se recuperaron 356 (52%) (18). Este informe es una alerta que
busca incrementar el nidmero de aislamientos de N. gonorrhoeae para poder ser

estudiados con mas representatividad.

Otro aspecto importante es que no todos los LSP del pais participan en la vigilancia, ya
gue los datos proceden principalmente de Antioquia, Bogotd, Amazonas, Risaralda y

Valle; algunos departamentos envian aislamientos en menor cantidad y otros nunca
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participan en la vigilancia, probablemente porque sus laboratorios no tienen la
infraestructura para realizar los cultivos 0 no tienen estandarizada la técnica en su regién.
Fig Il. (18).

Es de anotar que en aquellos departamentos que nunca han enviado aislamientos al INS
hay un desconocimiento de la incidencia y del nivel de resistencia antimicrobiana que
presenta este microorganismo, se observa falta de personal encargado del programa de
N. gonorrhoeae y por lo tanto alta rotacién de los profesionales lo que conlleva a un

desconocimiento de la vigilancia por laboratorio y perdida en la continuidad del mismo.

Departamento o
. %
distrito

Antioquia 120 33,7
. Bogota 107 30,1
Amazonas 42 11,8
I Risaralda 34 9,6
Valle 15 4,2
Santander 8 2,2
F Boyaca 6 1,7
Meta 3 0,8
u Narifio 3 0,8
e Sucre 3 0,8
Arauca 3 0,8
n } Casanare 3 0,8
Caldas 2 0,6
t Putumayo 2 0,6
e Atlantico 1 0,3
Cundinamarca 1 0,3
Magdalena 1 0,3
Norte de Santander 1 0,3
Vaupés 1 0,3
F | Totalgeneral | 356 | 100,0
u

Fuente: Grupo de Microbiologia, INS Colombia

http://www.ins.gov.co/tramites-y-servicios/examenes-de-inter%C3%A9s-en-salud-
publica/Microbiologa/Informe%20Web%20N%20%20gonorrhoeae%202015.pdf

Fig 1. Neisseria gonorrhoeae: Procedencia de los aislamientos remitidos al INS ,2000-

2013. En la figura se observa una escala de colores que va desde el azul mas intenso
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para denotar los departamentos que enviaron mayor niamero de aislamientos, hasta el

azul mas tenue para los departamentos que enviaron un solo aislamiento.

Dentro de las funciones del programa de vigilancia esta la capacitacién a los diferentes
laboratorios pertenecientes a la red nacional, hacia el afio 2009 se ha incrementado
viéndose reflejado en el aumento de aislamientos enviados por los LSP a partir de este
afio. Fig. lll (18).
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Fig. lll. Neisseria gonorrhoeae: distribucion de los aislamientos por afio. 2000-2013 n = 356

Fuente: Grupo de microbiologia, INS Colombia.

Uno de los avances mas relevantes de los Ultimos afios es el uso de tipificacion
molecular para predecir el perfil de resistencia antimicrobiana que tiene claros beneficios
para la salud publica, ya que podria ayudar a la comprension de la diseminacion de la
resistencia dentro de una poblacién y facilitar el desarrollo de estrategias de intervencion
dirigidas, sobre todo si la asociaciébn entre el tipo molecular y caracteristicas
epidemioldgicas estd bien definido. Ademas, si la prediccion de la resistencia
antimicrobiana es suficientemente fiable este enfoque podria tener un impacto directo
sobre el manejo adecuado de los pacientes en los que no se ha realizado el cultivo y las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana. En paises europeos se identifico el tipo de

secuencia ST-1407, la cual muestra una fuerte asociaciéon con la disminucion de la
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susceptibilidad a la cefixima, una de las opciones terapéuticas de primera linea. El
fracaso del tratamiento con este antibidtico en los pacientes infectados por gonococos se
ha documentado en el Reino Unido, Noruega y Austria. Todos estos fracasos
pertenecian a ST-1407, al igual que un aislado en Francia que muestra una
concentracion inhibitoria minima (CIM) de 4 mg / L y 1-2 mg / L, para cefixima vy
ceftriaxona respectivamente. Por lo tanto, ST-1407 representa un importante problema
de salud publica si continda difundiéndose sin que se tomen medidas. ST-1407 fue
predominante en Austria, Bélgica, Chipre, Dinamarca, Inglaterra y Gales, Hungria, Italia,
Portugal, Rumania, Eslovaquia, Eslovenia, Paises Bajos y Espafia. Por el contrario, ST-
1407 fue relativamente poco frecuente (<10%) en Francia, Irlanda, Malta y Suecia. ST-
1407 parecia ser mas prevalente en Europa oriental y meridional lo que puede sugerir
una mayor difusién de esta cepa dentro de las redes sexuales especificas; ST-225 se
observo en 19 de 21 paises, fue predominante en Malta y Suecia y relativamente comun
en Dinamarca, Rumania, Eslovaquia y Suecia. Se observé ST-2992 en 14 paises y fue
predominante en Irlanda y Noruega, mientras que el ST-25 fue predominante en
Alemania (21).

Gracias a la vigilancia llevada a cabo por el Instituto Nacional de Salud, se han obtenido
datos que, aunque no representan la realidad del pais, se pueden utilizar como punto de
partida para seguir investigando. Los datos de incidencia son limitados y, no se cuenta
con datos epidemiolégicos relevantes tales como clones circulantes, relacion genética,
fenotipos de resistencia y tipos de secuencia encontrados en nuestra regién. Por tal
motivo este estudio busca conocer el comportamiento de las cepas en Colombia y dejar
estandarizadas las técnicas para fortalecer la vigilancia molecular de N. gonorrhoeae
para que pueda ser utilizada en la vigilancia rutinaria ya que es el primer estudio de

caracterizacion genética para este microorganismo realizado en Colombia.
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Objetivo General

Caracterizar fenotipica y genotipicamente los aislamientos de N. gonorrhoeae
recuperados en diferentes departamentos del pais y enviados al INS bajo el marco del
programa de vigilancia por laboratorio de las Infecciones de Transmision Sexual (ITS)
durante el periodo 2013-2014.

Objetivos especificos

e Plantear una linea de base sobre la frecuencia, distribucién por afio, edad, sexo y
region geogréfica de los aislamientos de N. gonorrhoeae recibidos en el programa

de vigilancia por laboratorio durante el periodo de estudio.

e Estimar los niveles de resistencia de los antimicrobianos usados para el
tratamiento de las infecciones producidas por N. gonorrhoeae e identificar los

fenotipos de resistencia que se presentan en nuestra poblacion.

e |dentificar grupos clonales y su relacion con el fenotipo de resistencia

antimicrobiana, y variables epidemiolégicas como edad, sexo y regidn geografica
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Capitulo 1. Marco teorico y conceptual

1.1 Recuento histoérico de la enfermedad gonocécica

El origen de la gonorrea causada por Neisseria gonorrhoeae data desde la antigliedad.
En la Biblia se relata la enfermedad que afecté a Sara mujer de Abraham y que quiza
ocasiono la incapacidad de Sara para concebir hasta muy tardiamente. Asi mismo en el
libro de Levitico capitulo 15 se describe la enfermedad y se establecen algunas
recomendaciones por considerarse impura la persona que lo sufre. Moisés no solamente
describe la contagiosidad de la gonorrea, sino que ademas da normas para prevenir el

contagio y la diseminacion.

Hipdcrates (del 460 al 355 antes de Cristo) hace una de las primeras descripciones
cientificas de la infeccibn gonocdcica. Disecd la uretra de los hombres que estaban
infectados por este agente y noté la existencia de modificaciones en el tejido epitelial, a la
vez que una secrecion y la estenosis uretral caracteristica de esta infeccion. Claudio
Galeno, médico griego, introdujo el nombre gonorrea (130 d.E.C) (22) .El término
gonorrea deriva del griego gonos (semilla) y rhein (fluir) y se llama asi por la semejanza
con la descarga uretral purulenta caracteristica de la infeccién, durante la eyaculacién del

semen.

En el afio 1300 Jhon Ardeme, cirujano de Ricardo Il y Enrique IV de Inglaterra fue el
primero en utilizar el término purgacion. El origen de esta palabra puede hacer referencia
a la palabra francesa “clap ploir”, que significa burdel y “clapier”, casa de prostitucion(22,
23).

El regreso de Col6n al Nuevo Mundo y la explosion de la sifilis en Europa Continental
origin6 gran confusion pues los pacientes que padecian tanto la gonorrea como la sifilis
llevé a muchos a creer que ambas enfermedades estaban relacionadas y que la gonorrea

era un sintoma temprano de la sifilis.

Jhon Hunter fue uno de los que crey6 que la gonorrea era un sintoma precoz. Para
distinguir entre ambos procesos, se inoculé exudado purulento procedente de un enfermo

con la infeccibn gonocdcica pero lamentablemente el donante padecia ambas
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infecciones, contrajo sifilis y murié segun algunos historiadores de un aneurisma sifilitico

de la aorta.

Bell, en 1700, inoculé a estudiantes de medicina y fue capaz de determinar que sifilis y
gonorrea eran entidades diferentes y en 1800 el médico Phillip Reicort, que practicaba la

medicina en Paris, llevé a cabo mas de 1000 estudios para demostrar esta teoria.

Albert Neisser, en 1879 describe el germen por primera vez al observar en los exudados
rectales de adultos y en las secreciones oculares de nifios con conjuntivitis purulenta, la

presencia de diplococos arrifionados Gram negativos intracelulares(24).

En 1881 Listikov y Loeffler lograron cultivar el microorganismo y en 1964 Thayer y Martin
proponen un nuevo medio para el cultivo de N. gonorrhoeae el cual modificaron en
1966(25).

1.2 Incidencia y prevalencia de la enfermedad
gonococica.

1.2.1. Nivel mundial

Los datos de prevalencia e incidencia para gonorrea estan sujetos a sesgos Yy
limitaciones y son variables dependiendo de si provienen de diagnéstico clinico o de
laboratorio. Cuando se basa en el diagndéstico clinico es comin que sea incorrecto ya
que varios agentes infecciosos causan sintomas similares y cuando el informe se basa
en el diagndstico por laboratorio la sensibilidad y especificidad de la prueba utilizada
afectan a la precision del diagnéstico. Las infecciones no diagnosticadas son también un
problema importante ya que sobretodo en las mujeres la infecciébn por gonococo puede

ser asintomética (26).

Otro problema es la notificacion de la enfermedad, pues tan solo del 5-10% de los casos
diagnosticados se informan. Las razones incluyen problemas de privacidad,
estigmatizacion, fallas en los sistemas de informacién, la percepcién por los pacientes y

los profesionales y la falta general de interés por el evento.
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Cuando la notificacidon se basa en la clinica no puede proporcionar datos completos si
solo se incluye a instituciones publicas dejando de lado al sector privado y clinicas
especializadas. Asi mismo cuando la busqueda se hace en grupos especificos de la
poblacion, “grupos centrales” en donde se concentra la enfermedad y cuyas tasas de
incidencia y prevalencia no son representativos de la poblacion general o del grupo de

edad reproductiva (26).

Segun las estimaciones de la OMS, en el 2008 se presentaron 106 millones de casos
nuevos de gonorrea en adultos en todo el mundo. Estas cifras indican que la gonorrea es
la infeccion de transmision sexual (ITS) bacteriana de mayor prevalencia junto con la
producida por Chlamydia trachomatis (también 106 millones de casos nuevos). En
consecuencia, la gonorrea, sin olvidar sus complicaciones graves, produce una gran
morbilidad, acarrea costos econémicos sustanciales y sigue siendo una de las principales
preocupaciones de salud publica en el mundo. Es extremadamente preocupante que la
bacteria haya desarrollado resistencia frente a casi todos los antibiéticos existentes para
su tratamiento, y se teme que la gonorrea pueda llegar a no tener cura en determinadas

circunstancias (27).

En 2008, segun la OMS la mayor incidencia de la gonorrea se estimé en la region del
Pacifico occidental (42,0 millones de casos), en el sur de Asia sudoriental (25,4 millones),
en la region de Africa (21,1 millones) y en la region europea (3,4 millones de casos de
gonorrea). La incidencia media (casos por cada 100.000 habitantes) mas altas se
presentaron en el Reino Unido (37,1), Letonia (24,4) e Irlanda (18,6), y las incidencias
mas bajas en Eslovenia (1,2) , Portugal (1,1), Polonia (0,8-0,9) y Luxemburgo (0,4) (28).

Del afio 2007 al 2011, se presenté un aumento en la incidencia de gonorrea (19%) en la
UE / EEE, sin embargo, en varios paises el aumento de casos de gonorrea fue superior
al 50%, por ejemplo, en Finlandia, Grecia, Irlanda, Luxemburgo, Portugal y Eslovaquia.
Las personas de 25 a 34 afios constituyeron el 30 a 33% de todos los pacientes de 2000
a 2011 y las menores de 25 afios de edad el 43% en 2011. La incidencia de la gonorrea
fue de 21,2 y 7,6 casos por 100.000 habitantes en varones y mujeres,
respectivamente.(21). Esta incidencia, casi 3 veces mayor en los hombres en

comparacion con las mujeres en el afio 2011, puede explicarse en parte porque la
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infeccién es mas sintomatica en los hombres, lo que la hace mas facil de diagnosticar, y
por la alta frecuencia de la infecciébn en los hombres que tienen sexo con hombres
(6,21,28).

Tanto en sifilis como en gonorrea, la incidencia de infeccion en Espafia tuvo un marcado
descenso en el periodo entre 1995 y 2002, hasta el punto que se consideraban
practicamente erradicadas, sin embargo, han vuelto a brotar en el Gltimo decenio (29,30).
En el afio 2002 se documentaron 833 casos de infeccidbn gonocdcica aumentando en el
2010 a 1897 casos. En los ultimos ocho afios, las infecciones gonocécicas han

aumentado casi un 135%, en este mismo pais.

En 2013, se reportaron un total de 333,004 casos de gonorrea en los Estados Unidos,
con una tasa de 106,1 casos por cada 100.000 habitantes (31).

Aunque la notificacion de casos de gonorrea al area de vigilancia epidemioldgica es Uutil
para hallar las tendencias de la enfermedad, el nUmero de casos de gonorrea reportados
a los CDC se ve afectada por muchos factores: Los cambios en las practicas de
deteccion (por ejemplo, la deteccion de la clamidia con las pruebas que también
detectan infecciones por N. gonorrhoeae o aumento de la infeccién en sitios anatémicos
extra-genitales), el uso de pruebas de diagndstico con mayor sensibilidad al cultivo (por
ejemplo, el uso mas amplio de pruebas de amplificacion de acidos nucleicos [NAAT]), y
los cambios en las practicas de informacion que conlleva al aumento de casos por
mejoras en el sistema de vigilancia epidemioldgica. Al igual que con otras enfermedades
de transmisién sexual, la notificacion de casos de gonorrea a los CDC es incompleta. Por
estas razones, los datos suplementarios sobre la prevalencia de la gonorrea en las
personas examinadas en casos especificos son Utiles en la evaluacién de la carga de la

enfermedad en las poblaciones seleccionadas para estudio. (6).

1.2.2. Colombia

Aungue la informacién acerca de la incidencia de la enfermedad es limitada, segun los
datos proporcionados por el Sistema Integral de Informacion de la Proteccion Social

(SISPRO) mediante los Registros Individuales de Prestacion de Servicios de Salud
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(RIPS) 2009-2014, la incidencia de enfermedad gonocdcica para Colombia durante este
periodo es de 32,07 por 100.000 habitantes (32).

En la tabla 1-1 se observa una tendencia a la disminucién del nimero de casos
reportados, en donde el diagndstico principal es la infeccion gonocécica no especificada
con 5.406 (36,6%) seguida de la infeccién gonocdcica del tracto genitourinario inferior sin
absceso peri uretral o de glandula accesoria con 5.114 (34,6%) casos. Son frecuentes
también los diagndsticos de infeccion gonocdcica del ojo y faringitis gonococica con
8,79% y 8,43% respectivamente. Sin embargo, es de anotar que estos datos no reflejan
la realidad del pais ya que lo que se ha observado es un subregistro debido a que no

todas las entidades informan este tipo de infecciones.

Tabla 1-1. Numero de personas atendidas a las que se les diagnosticé infeccion

gonococica. Colombia 2009 — 2014.

Total

DIAGNOSTICO PRINCIPAL CIE10 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014-06 general

A540 - infeccién gonocécica del tracto
genitourinario inferior sin absceso 1.004 934 1.429 793 786 168 5.114
periuretral o de glandula accesoria

A541 - infeccién gonocécica del tracto
genitourinario inferior con absceso 78 70 87 77 80 18 410
periuretral y de glandulas accesorias

A542 - pelviperitonitis gonocécica y otras

: . : oY 60 58 80 63 49 20 330
infecciones gonococicas genitourinarias

A543 - infeccion gonocdcica del ojo 472 428 184 128 70 15 1.297
Ab44 - infeccion gonococica del sistema 15 16 20 10 14 1 76
osteomuscular

A545 - faringitis gonocdcica 559 145 155 180 167 39 1.245
Ab46 - infeccion gonocdcica del ano y del 35 26 31 27 26 8 153
recto

A548 - otras infecciones gonocdcicas 125 117 136 147 166 32 723
A549 - infeccion gonocacica, no 1.091 | 925 | 988 | 1.072 | 1.104 | 226 5.406
especificada

Total General 3.439 | 2.719 | 3.110 | 2.497 | 2.462 527 14.754

Fuente: Ministerio de Salud y Proteccién Social. RIPS 2009 — 2014.
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En el estudio infecciones de transmisién sexual en un grupo de alto riesgo de la ciudad
de Monteria, Colombia, en el afio 2006, se encontré una prevalencia de N. gonorrhoeae

del 21.7% en trabajadoras sexuales (33).

1.2.3. Transmision y distribucién de la gonorrea

La dindmica de la transmision de la gonorrea se ve afectada por factores organismo
dependientes y organismo independientes.

Entre los factores organismo dependientes tenemos la infectividad y la virulencia que
determinan su capacidad intrinseca para colonizar e infectar las superficies mucosas, los
subtipos de las cepas se asocian con grupos de pacientes, por ejemplo, homosexuales,
gue pueden influir en los patrones de susceptibilidad a los antibiéticos. (26)

En los factores organismo independientes se cred el concepto “grupos basicos” que son
transmisores de alta frecuencia de gonorrea. Estos grupos pueden ser identificados por
sSu ocupacion (trabajadoras sexuales, camioneros) o por su orientacién sexual (hombres

homosexuales activos)

La transmisibilidad depende en cierta medida del subtipo de la cepa asi como del in6culo
infectante por lo tanto la transmisién genital es mas eficiente del hombre a la mujer
porque el nimero de microorganismos en la uretra masculina es mas alto que en las
secreciones vaginales. El inéculo infectante y por lo tanto la transmisibilidad se reduce
con el tratamiento efectivo, el uso del condén y la disminucién en el cambio de parejas
(26).
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1.3 Taxonomia

Clase ll Bproteobacteria

Orden IV Neisseriales

Familia | Neisseriaceae

Genero | Neisseria

Especie Neisseria gonorrhoeae (34).

1.4 Generalidades del gonococo

N. gonorrhoeae es un diplococo Gram negativo cuyo tamafio oscila entre 0,6 a 1 um de
diametro, siendo su tamafio promedio de aproximadamente 0,8 um de diametro. Los
cocos individuales tienen aspecto de riiébn o de grano de café; cuando los
microorganismos se presentan en pares los lados planos o concavos estan adyacentes.
Los microorganismos se visualizan al microscopio de luz como diplococos intracelulares,
dentro de los polimorfonucleares neutrdéfilos, a veces en gran numero. Esta apariencia

contribuye a la identificacion de una verdadera infeccion gonocécica (2,35).

N. gonorrhoeae carece de capsula, de flagelos y de esporas, la superficie mas externa de
su estructura estd compuesta por fimbrias, en la membrana externa trilaminar estan
presentes las proteinas I, Il y Ill y polisacéridos. N. gonorrhoeae contiene en su
citoplasma varios plasmidos, 95% de las cepas poseen un plasmido pequefio de funcién
desconocida, otros dos plasmidos contienen genes que codifican para la produccién de
lactamasa causante de resistencia a la penicilina. Estos plasmidos son transmisibles de

un gonococo a otro por conjugacion (35).

El gonococo tiene una pared celular caracteristica de las bacterias Gram negativas, los
componentes de esta pared han sido estudiados lo que ha ayudado a explicar aspectos
sobre la interaccion huésped/parasito. La adhesion del microorganismo a la superficie

epitelial, la capacidad de atravesarla y su reacciéon con los fagos estan bajo la influencia
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de la estructura de la pared celular incluyendo los pili, proteinas de membrana externa y

lipooligosacaridos (23).

El gonococo se transmite de persona a persona por contacto sexual, produciendo
infecciones del aparato genitourinario: uretritis en hombres y cervicitis en las mujeres.
Produce infeccion urogenital asintomatica en una minoria de hombres y por lo menos en
el 50% de las mujeres (27). El sitio anatémico idoneo de toma de la muestra depende del
sexo, la edad y el comportamiento sexual de la persona; de las manifestaciones clinicas
de la infeccion y del método de la prueba diagnéstica, ademas de las caracteristicas de
desempefio (sensibilidad y especificidad) de dicha prueba. En la mujer, la principal
localizacién a fin de recoger muestras para el cultivo y la microscopia es el conducto
endocervical; para las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos, es el conducto
endocervical o la vagina. Otras localizaciones secundarias son la uretra, el recto y la
orofaringe. En los hombres heterosexuales, las muestras para el cultivo y la microscopia
deben recogerse de la uretra, y para la Pruebas de amplificacion de &cidos nucleicos
(PAAN), una muestra de orina. En los hombres que tienen relaciones sexuales con otros
hombres y en las mujeres y hombres con signos clinicos indicativos o que practican el

sexo oral o anal deben tomarse muestras, ademas, en el recto y la orofaringe (27).

No sobrevive por largos periodos de tiempo fuera de su huésped, ya que tiene
requerimientos nutritivos y ambientales muy complejos. Crece bien entre las 18 y 24
horas de incubacion en medios de cultivo suplementados con aminoacidos, azucares y
vitaminas como son Agar chocolate o agar Thayer Martin, a una atmoésfera del 5-10% de
CO; con temperaturas entre 35-37°C y un pH entre 7,2 y 7,6. El aislamiento primario
debe realizarse en medio selectivo para inhibir la flora comensal y hongos, los cultivos no
deben ser incubados por mas de 48 horas debido a que algunas cepas pueden sufrir
autolisis. Para las pruebas de confirmacion o pruebas adicionales el microorganismo
debe por lo menos darsele una resiembra en medio no selectivo (Agar Chocolate) ya que
la mayoria de pruebas diagnésticas requieren cultivos puros e inéculos pesados (varias

colonias del mismo microorganismo puro) (36).
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La identificacion presuntiva de N. gonorrhoeae a partir de cultivo se realiza mediante la
observacion de diplococos Gram negativos en la coloracién de Gram del aislamiento

oxidasa positivo que crecio en medio selectivo a partir de un sitio urogenital.

Para las pruebas confirmatorias existen varios métodos disponibles, incluyendo pruebas
bioquimicas, seroldgicas, colorimétricas y de acidos nucleicos, puede ser requerido mas

de un método para la confirmacion(36).

1.5 Mecanismos de patogenicidad

Los primeros estudios acerca de la patogenicidad de N. gonorrhoeae no lograron
reconocer cambios en los tipos de colonias (34). A finales de los afios 60, Douglas
Kellogg descubri6 que los gonococos experimentan variacion de fase durante el
subcultivo (el cual consiste en que las cepas carentes de pilis (no patégenas) pueden
expresarlos o incluso modificarlos, con una composicién antigénica diferente a fin de
evadir, en parte, la respuesta inmune del huésped). Luego demostré que los gonococos
de colonias pequefias tenian pili y eran virulentos, en tanto que los gonococos de
colonias grandes no tenian pili y eran avirulentos. Se nombré colonia T1y T2 a los tipos
de colonias pequefias, brillantes y densas tipicas de los aislamientos recientes de casos
de gonorrea y a las colonias grandes las llamé T3, T4 y T5, las cuales se caracterizaban
por ser aplanadas granulosas y sin el brillo de los otros tipos de colonias observadas
(34,37).

Se ha demostrado que la infeccién gonocécica ocurre en dos fases. Primero la adhesion
a la mucosa y segundo la invasion de la célula epitelial. En la etapa inicial de la adhesion
intervienen factores no especificos como: carga negativa de superficies, bacteria y célula

huésped, pH e interacciones hidrofébicas (23).

1.6 Estructura antigénica

Pilis o Fimbrias: Los pelos gonocdcicos son serolégicamente heterogéneos y estan
compuestos por agregados helicoidales de estructura tipo tubular. Tienen
aproximadamente 7 nm de diametro y 2 um de longitud. Cada subunidad tiene un peso

molecular de 23.000 daltons, y estan formados por unidades repetidas de pilina, una
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proteina que contiene 159 aminoacidos. Incrementan la adhesion de N. gonorrhoeae a

las células hospederas y la resistencia a la fagocitosis (38)

La molécula de pilina posee un grupo amino terminal que contiene un gran porcentaje de
aminoacidos hidrofébicos. Las secuencias de aminoacidos cercanas a la porciéon media
de la molécula se conservan; esta parte de la molécula sirve para la adhesion a las
células hospederas y es menos importante en la respuesta inmunitaria. La secuencia de
aminodcidos préxima al grupo carboxilo (regién C) terminal es muy variable; esta porcién
de la molécula es mas importante en la respuesta inmunitaria. Las modificaciones en los
antigenos de pilina ocurren como resultado del reordenamiento cromosomico e
introduccion de nuevos genes al microorganismo por el mecanismo de transformacion.
Las pilinas de casi todas las cepas de N. gonorrhoeae son antigénicamente diferentes, y

una sola cepa puede elaborar muchas variedades de pilina antigénicamente distintas (38)

Proteinas de la membrana Externa: Con su sigla en inglés (OMPSs), son tres las proteinas

gue se encuentran en la membrana externa de N. gonorrhoeae.

1.6.1 Proteina | (Por)

Es una porina B, se extiende a través de la membrana celular del gonococo, es la mas
predominante, su peso molecular varia entre 36 y 39 K daltons, es antigénicamente
variable y se presenta en trimeros para formar poros en la superficie a través de los
cuales penetran algunos nutrientes a la célula. Las cepas de N. gonorrhoeae con
Proteina | de alto peso molecular son mas resistentes a los efectos bactericidas del
suero. Es la mas predominante de todas las OMP y esta presente en todos los
aislamientos de N. gonorrhoeae por esta razén ha sido usada como candidato vacunal.
La por B existe como dos alelos o dos formas de PI (PIA y PIB o WI y WII/lIl en la

nomenclatura suiza, las cuales comparten un 80% de identidad.

1.6.2 Proteina Il (Opa)

Es sensible al calor, su peso molecular varia entre 27 y 29,5 K daltons y aparece en la
superficie externa de la membrana exterior de la pared celular. Esta proteina tiene como

funcién la adherencia de los gonococos dentro de las colonias, asi como su adhesion a
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las células hospederas. La Opa se encuentra en las cepas cuyas colonias son opacas,
pero puede o no estar presente en las colonias transparentes. Su presencia en las cepas
también se asocia con la sensibilidad del gonococo a la actividad bactericida del suero
(38)

1.6.3 Proteina Ill (Rmp)

El gonococo puede evadir la actividad bactericida del suero mediante la expresion de una
proteina modificable por reduccion (Rmp), esta proteina, cuyo peso molecular es de
aproximadamente 33 K daltons, persiste antigénicamente en todos los gonococos, forma
complejos con la Proteina | para producir moléculas de porina gonocécica (poros sobre la

superficie de la célula), y es el sitio principal de enlace de la IgG.

1.6.4 Lipooligosacaridos

Son componentes importantes de superficie, relacionados con la tipificacion,
inmunogenicidad y patogenicidad de las cepas de N. gonorrhoeae, los cuales contienen
lipido A, aunque el polisacarido central parece no tener cadenas laterales antigénicas

especificas en algunas cepas de este microorganismo.

1.6.5 Peptidoglucano

Es desprendido en forma de fragmentos por los gonococos durante su desarrollo,
especialmente el peptidoglucano O-acetilado, responsable de inducir el suefio de ondas
lentas, activar el sistema de complemento, inducir la fiebre y producir dafio al epitelio, por

ello, tal vez su influencia en la patogénesis de la gonorrea sea significativa.

1.6.6 Proteasa IgAl

No constituye uno de los componentes de superficie del gonococo, sino la primera
exoproteina descrita. La proteasa IgA1 es una enzima producida por las neisserias
patégenas, su funcion es cortar la IgA1 a nivel de la bisagra, separando las regiones Fc y
Fab lo que impide que este anticuerpo de la mucosa, marque la bacteria para su

destruccién por fagocitosis. Por lo tanto, es considerada un determinante de virulencia.
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1.6.7 TopB

(Del inglés iron-binding protein o proteina de unién a hierro), similar en peso molecular a
la Por (Proteina 1), se expresa cuando el suministro disponible de hierro es limitado, por

ejemplo, durante la infeccién humana.

1.7 Diagnostico clinico

Neisseria gonorrhoeae causa infeccion a nivel genital y extragenital, la infecciéon genital

puede ser asintomatica o sintomatica, son muchas y variadas las presentaciones clinicas:

1.7.1 Infeccidén gonocdcica no complicada

Las formas mas frecuentes son uretritis en el hombre y cervicitis en la mujer. En el
hombre el periodo de incubacion cursa entre 1 y 57 dias, se observa secrecion uretral
purulenta y ardor al orinar, el 10% de los pacientes pueden ser asintomaticos. La mujer
con cervicitis puede presentar secrecion vaginal abundante y mucopurulenta, el periodo
de incubacion es dificii de determinar debido a la alta frecuencia de formas

asintomaticas.

1.7.2 Infeccién Extragenital

Puede presentarse en ano, oro faringe y conjuntiva ocular. La proctitis se asocia con
dolor ano rectal, tenesmo y secrecién rectal purulenta. La infeccion de la faringe es
usualmente asintomatica tanto en el hombre como en la mujer y desaparece
espontaneamente en un periodo de 10 a 12 semanas. En las infecciones oftalmicas, la
forma mas comun es la oftalmia neonatorum. La infeccion del ojo puede ocurrir también
en el adulto y en ambos casos se observa un exudado de color amarillo-grisaceo que

puede involucrar la cérnea y causar perforacién del globo ocular.
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1.7.3 Enfermedad gonocdcica complicada

Las complicaciones mas comunes ocurren en mujeres y en recién nacidos. En la mujer la
enfermedad inflamatoria pélvica tiene mdltiples presentaciones como endometritis,
salpingitis, abscesos tubo-ovaricos o peritonitis, causando embarazo ectdpico Yy
esterilidad.

La infeccion también puede convertirse en una infeccion gonocécica diseminada, mas
frecuente en la mujer con sintomas sistémicos, artritis infecciosa, erupcion o lesiones

cutaneas (23)

1.8 Diagndstico por laboratorio

Una buena toma de la muestra es indispensable para lograr un diagnéstico seguro, la
seleccion del sitio de toma de muestra depende de los sintomas clinicos, practica sexual
del paciente, edad y sexo. Los sitios mas frecuentes son la uretra en el hombre y el

endocervix en la mujer.

1.8.1 Examen microscoépico directo.

El método de eleccion es la coloracion de Gram. El diagnéstico de gonorrea puede ser
hecho por este método cuando el paciente es masculino y sintomatico (uretritis), a
diferencia de los exudados endocervicales que siempre deben ser cultivados para el

diagnéstico. Se observan diplococos Gram negativos.

1.8.2 Cultivo e ldentificacion de Neisseria gonorrhoeae

El cultivo tiene una alta especificidad, pero requiere de personal entrenado en el manejo

de este tipo de microorganismos, los medios de cultivo utilizados medios exigen
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requerimientos basicos como el suplemento de enriguecimiento (Isovitalex, Vitox, etc),
gue favorece la recuperacion de Neisseria gonorrhoeae y el suplemento selectivo (VCNT)
gue inhibe el crecimiento de la flora acompafnante. Debido a que los aislamientos de N.
gonorrhoeae son sumamente susceptibles a las condiciones ambientales adversas, las
cepas deben ser incubadas a 35°C-36,5°C en una atmosfera humeda, enriquecida con
CO.. Puede hacerse un diagndstico presuntivo de N. gonorrhoeae originalmente aislada
en un medio selectivo por la morfologia de las colonias, la observacién de diplococos
Gram negativos en parejas por coloracién de Gram y una prueba de oxidasa positiva mas
una prueba bioguimica o enzimética (39).

1.8.3 Prueba de oxidasa

Utiliza el reactivo: N,N’,N-tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina, para detectar la
presencia de citocromo ¢ en la cadena respiratoria de un microorganismo bacteriano; si
el reactivo de oxidasa es catalizado, se torna color purpura. Las especies de Neisseria

dan reaccion positiva a la oxidasa.

1.8.4 Superoxol/Catalasa

Usa 30% de peroxido de hidrégeno(H.02) como reactivo. Las reacciones de superoxol
con N. gonorrhoeae son tipicamente explosivas(4+, muy fuertes) al contrario de las

reacciones mas débiles de la mayoria de las especies de Neisseria no gonocécicas.(39)

1.8.5 Prueba de utilizacion de carbohidratos

Un método tradicional para la identificacion de Neisseria gonorrhoeae ha sido la

capacidad del gonococo de producir acido en un medio que contiene glucosa; la
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disminucion del pH se detecta por el cambio de color de un indicador de pH. Este patrén
excepcional de utilizacién de los hidratos de carbono se observa al inocular cultivos puros
en agar tripticasa de cisteina (ATC) que contienen glucosa, maltosa y sacarosa,

respectivamente, con una concentracion final de 1% a 2% e incubarlos durante 24 horas.

1.8.6 API NH

Esta prueba utiliza varios substratos deshidratados que permiten la identificacion de
especies de Neisseria, Haemophilus y Branhamella catarrhalis. La cinta del APl NH
consta de 10 microtubos con sustancias deshidratadas lo que permite la realizacion de
12 estudios de identificacion, incluyendo reacciones enzimaticas y de carbohidratos y un
test de B-lactamasa. La actividad metabdlica del microorganismo produce cambios de
color durante la incubacion y las reacciones se leen de acuerdo a la tabla proporcionada
por el fabricante.

1.8.7 GONOCHEK-II

Es una prueba independiente del crecimiento bacteriano, se usa para diferenciar
especies de Neisseria basandose en su capacidad de hidrolizar 3 enzimas: prolina-
iminopeptidasa (Pip) en N. gonorrhoeae, gamaglutamil-aminopeptidasa en N.
meningitidis y beta-galactosidasa en N. lactamica, estd compuesto por un tubo Unico con
3 substratos cromogénicos. La hidrélisis de esos substratos produce un color
caracteristico. El color producido depende de la enzima presente y por lo tanto indica la

presencia de una de las especies de Neisseria (40).

1.9 Mecanismos de resistencia Antimicrobiana

La resistencia bacteriana es un fenébmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibiético generado principalmente
por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no solo por la presion evolutiva que se

ejerce en el uso terapéutico.
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Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes determinados
genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis del antibidtico. Un
ejemplo de esto es la resistencia de Pseudomonas aeruginosa. a las bencilpenicilinas y
al trimetoprin sulfametoxazol y la resistencia de bacilos Gram negativos aerdbicos a

clindamicina.

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA (mutacién) o por la

adquisicion de éste (plasmidos, trasposones, integrones) (41).

1.9.1 Elementos méviles de resistencia adquirida

Los plasmidos y transposones son elementos genéticos moéviles donde se transportan los
genes de resistencia. Los plasmidos son fragmentos de DNA bacteriano
extracromosomal con longitud variable, algunos con capacidad para replicarse
independiente de la maquinaria genética de que dispone la célula, lo que les da el

apelativo de conjugativos y no conjugativos segun esta capacidad.

Neisseria gonorrhoeae puede poseer varios tipos de plasmidos, entre ellos algunos
directamente relacionados con la resistencia del microorganismo a diferentes agentes

antimicrobianos.

Hasta hace algun tiempo N. gonorrhoeae era en extremo sensible a la accion de la
penicilina; sin embargo, el microorganismo paulatinamente se hizo resistente mediante la
produccion de una betalactamasa (penicilinasa) tipo TEM-1 codificada en un gen
plasmidico presente en otro patégeno de transmision sexual, Haemophilus ducreyi
(agente causal de chancro blando o chancroide). La resistencia de alto nivel a
tetraciclina, definida como la presencia de una CIM (concentraciéon minima inhibitoria, la
cual es la minima concentracion de un antimicrobiano, en este caso de tetraciclina,
necesaria para inhibir el crecimiento visible en un cultivo del microorganismo) mayor a
16 mg por litro, es mediada por un plasmido que se inserté en un elemento genético

movil, el transposon tetM (41,42).
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Los transposones son secuencias de DNA (doble cadena) que pueden ser traslocados
entre cromosomas o0 de un cromosoma a un plasmido o entre plasmidos, gracias a un
sistema de recombinacién propio; esto sumado a la capacidad de los plasmidos de
trasladarse de una célula a otra, durante la conjugacion, permite la adquisicion de genes
de resistencia entre bacterias de la misma especie o especies distintas lo que facilita la

expansion epidémica de la resistencia.

Algunos plasmidos y trasposones poseen elementos génicos denominados integrones
gue les permite capturar varios genes exégenos determinando la aparicion de una

resistencia a varios antibioticos (resistencia multiple) (41)

1.9.2 Tipos de mecanismos de resistencia

Desde el punto de vista molecular y bioguimico existen basicamente tres mecanismos
por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al efecto del antibiético, a

saber:

« Inactivacion del antibiotico.
o Alteracion del sitio blanco del antibidtico.

e Barreras de permeabilidad.

Cabe resaltar que los tres mecanismos pueden ocurrir simultaneamente.

= 1.9.2.1 Inactivacion del antibiético por destruccién o
modificacioén de la estructura quimica.

El fenotipo de resistencia antibidtica por destruccidn o modificacion de la estructura
quimica del antibiético es un proceso molecular caracterizado por la producciéon de
enzimas que van a llevar a cabo esta funcién. Las enzimas que destruyen la estructura
guimica, mas conocidas, son las beta-lactamasas que se caracterizan por hidrolizar el
nucleo beta-lactamico rompiendo el enlace amida, otra enzima es la eritromicina esterasa
gue cataliza la hidrdlisis del anillo de lactona del antibiético. Entre las enzimas que se
encargan de la modificacion de la estructura podemos mencionar a la cloranfenicol
acetiltransferasa y también a las enzimas que modifican los aminoglucosidos,

lincosamidas y estreptograminas (43).
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Sabemos que los antibiéticos, B-lactamicos como penicilina, oxacilina, cefalosporinas,
actuan inhibiendo la enzima D-alanil D-alanin carboxipeptidasa (PBPS) encargada de la
sintesis de la pared. La B-lactamasa hidroliza el enlace amida del anillo penicilanico o
cefalosporinico resultando un derivado acido inactivo. Pueden clasificarse de acuerdo

con su forma de produccion en cuatro grupos:

e Por localizacién genética (cromosomas o plasmidos).
e Por exposicion genética (constitutiva o inducida).
e Por produccion primaria (dependiente de microorganismo).

e Por sustrato mayor (depende de la clase de antibi6tico).

= 1.9.2.2 Barreras de permeabilidad

Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los microorganismos
Gram negativos que poseen una membrana lipidica externa que constituye una barrera

intrinseca para la penetracion de antibiotico.

Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la bacteria consiste
en una modificacién energética que compromete el transportador aniénico que lleva el
antibidtico hacia el interior de la célula. La presencia de capa lipidica en la membrana

actua como un mecanismo de resistencia para medicamentos hidrofébicos.

Porinas: son canales de difusidon presentes en la membrana externa de la bacteria. De la
modificacion por mutacion de estas proteinas se genera una disminucion del paso del

antibiotico.

Eflujo activo: es debido a la presencia de proteinas de membrana especializadas. Se
altera la produccién de energia y se disminuye no solamente la entrada del antibiotico
sino que a su vez las bacterias reducen la concentracion del antibiético y se promueve la
extraccion activa del mismo. Confiere resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas,
cloranfenicol y B-lactamicos, antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario
(41).
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= 1.9.2.3 Alteracion del sitio blanco

La resistencia bacteriana conferida por la alteracion del sitio en donde actua el antibiético
consiste en la modificacién de algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la

pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales.

En cuanto a las modificaciones a nivel ribosomal podemos mencionar los cambios que
ocurren en las subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accién de

aminoglucésidos, macrolidos, tetraciclinas y lincosamidas (43).

1.9.3 Penicilinas y cefalosporinas

Los sitios blanco para este grupo de antimicrobianos son las proteinas fijadoras de la
penicilina(PBP) de la pared celular en el gonococo. Alteraciones en la PBP-1 y PBP-2
disminuyen la capacidad de las penicilinas para ligarse al sitio blanco, incrementado por
lo tanto la resistencia intrinseca del microorganismo a estos agentes. La produccién de la
PBP-2 es codificada por el gen penA. Cambios en otros loci mtr y penB producen efectos
acumulativos, las mutaciones en el locus mtr tienen como consecuencia un incremento
de la resistencia a un amplio rango de antimicrobianos, a través de un sistema de bomba
de eflujo, mientras que mutaciones en el locus penB alteran la permeabilidad de la pared
celular. (23,42)

La resistencia a las penicilinas también ocurre por plasmidos, que codifican para la
produccion de una B-lactamasa tipo TEM-1. Esta enzima hidroliza el anillo B-lactamico de

antibitticos tipo penicilina convirtiéndolos en una forma no activa (44).

Las B-lactamasas se clasifican segln los sustratos sobre los que actdan, las sustancias
capaces de inhibirlas y la similitud en sus secuencias de aminoacidos. Las clasificaciones
mas utilizadas son las de Ambler y la de Bush-Jacoby-Medeiros. La clasificacion de
Ambler distingue cuatro clases de B-lactamasas en funcibn de sus secuencias
aminoacidicas. Las de las clases A, C y D son serina B-lactamasas y las de clase B
metalobetalactamasas dependientes de zinc. Por su parte, la clasificacion de Bush-
Jacoby-Medeiros separa las B-lactamasas en funcién de su perfil hidrolitico y de sus

inhibidores y distingue cuatro categorias y mdltiples subgrupos. Dentro del grupo 2
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(penicilinasas sensibles al acido clavulanico) se encuentra el subgrupo 2be, que engloba
a mas de 200 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) derivadas de TEM
(Temoneira), de SHV (Sulphydryl variable) o del tipo CTX-M (cefotaximasa), que se
caracterizan por generar un nivel distinto de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, recuperable en presencia del acido clavulanico. En agosto de 2009 las B-
lactamasas derivadas de TEM alcanzaban ya la TEM-174 (segln numeracion
consecutiva desde la TEM-1). La clasificacion completa se encuentra en el sitio web:
www.lahey.org, y en el caso de las derivadas de SHYV, la ultima reflejada era la SHV-127.
Entre todas ellas se encuentran B-lactamasas de los subgrupos 2b (de amplio espectro),
2be (BLEE) y 2br (resistentes a inhibidores) (45)

El tipo TEM-1 es el que con mas frecuencia se encuentra en bacterias Gram negativas.
Mas de 90% de las resistencias a ampicilina en Escherichia coli son debidas a la
produccion de TEM-1, y también en la resistencia a penicilinas que podemos observar en
Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae, en aumento. A pesar de que las
betalactamasas de tipo TEM se encuentran principalmente en E. coli y Klebsiella
pneumoniae se comienzan a encontrar cada vez con mayor en otros tipos de bacterias
Gram negativas. La sustitucion aminoacidica responsable del fenotipo BLEE permite el
acceso a nuevos sustratos, pero la apertura del sitio activo para la entrada del
betalactdmico incrementa la susceptibilidad a inhibidores de la betalactamasa, como el
ya mencionado acido clavulanico. Las sustituciones simples en las posiciones 104, 164,
238 y 240 producen el fenotipo BLEE, pero se pueden encontrar muchas combinaciones
de estas sustituciones para dar lugar a los mas de 140 tipos de betalactamasas clase A
que se han descrito, siendo las clases TEM-10, TEM-12 y TEM-26 las mas comunes en
los Estados Unidos, con ligeras diferencias en otros paises. También es necesario
destacar que, aunque los tipos TEM-1, TEM-2 y TEM-13 se encuentran con mucha

frecuencia, no son BLEE, tan sélo betalactamasas comunes (46).

La actividad hidrolitica de TEM-1 y TEM-135 es similar, ambas betalactamasas son

clasificadas como enzimas de amplio espectro (fenotipo 2b clasificacion de Bush Jacoby)
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hidrolizan penicilinas, cefalosporinas de primera generacién, ticarcilina, piperacilina.

Estas enzimas se diferencian por un cambio de un nucleétido unico.

Las cepas de gonococo con alto nivel de resistencia a la penicilina contienen
tradicionalmente pldsmidos con un gen bla TEM-1, que codifica para la Betalactamasa
tipo TEM-1. Se han detectado varios plasmidos en N. gonorrhoeae, el asiatico
(7,426bp), africano (5.599 pb) de propagacion mundial, el Toronto (5,153 bp), Rio
(5,153 bp; posiblemente idéntico al Toronto), otros plasmidos son el Nimes,

Nueva Zelanda y Johannesburgo.

1.9.4 Espectinomicina

La resistencia a la espectinomicina ocurre en un solo paso, un evento mediado
cromosomalmente el cual resulta en un alto nivel de resistencia a este agente. La
resistencia se debe a cambios ribosomales. La espectinomicina se une a la
subunidad ribosomal 30S de la bacteria e inhibe la traduccion de proteinas, lo que
resulta en un efecto bacteriostatico, interactia con 16S rRNA y, durante la
elongacion del polipéptido, bloquea la translocacién catalizada-EF-G de la
peptidil-ARNt desde el sitio A al sitio P.

1.9.5 Fluoroquinolonas

Hay cuatro enzimas topoisomerasas que regulan el enrollamiento de las cadenas de
nucleétidos para formar la doble cadena de ADN, y que regulan también el enrollamiento
de la doble hélice sobre si misma. De esta ultima funcibn se encargan las
topoisomerasas tipo Il (DNA-girasa) y IV, cada una de las cuales esta compuesta por dos
subunidades: GyrA y GyrB en el primer caso, y ParC y ParE en el segundo. La
resistencia a las fluoroquinolonas en Neisseria gonorrhoeae ocurre fundamentalmente
por mutaciones en los genes gyrA, gyrB y parC, que condicionan cambios en la
secuencia de aminoacidos en las subunidades GyrA y GyrB de la topoisomerasa Il (ADN-
girasa) y en la subunidad ParC de la topoisomerasa 1V, lo cual conduce a una pobre

afinidad del antibiético por su blanco. Las mutaciones en gyrB tienen poca trascendencia.
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1.9.6 Tetraciclinas

La resistencia a la tetraciclina tiene origen cromosomal y plasmidico, este ultimo
responsable de la resistencia de alto nivel. La resistencia cromosomal esta ligada a

alteraciones en el locus mtr y penB que también reducen la susceptibilidad a penicilina.

El alto nivel de resistencia a la tetraciclina en el gonococo (TRNG) es el resultado de la
adquisicion de un plasmido que porta el determinante tet-M del cual existen dos tipos, el

holandés y el americano.

1.9.7 Azitromicina

La resistencia a azitromicina fue encontrada con la expresién del fenotipo mtr, también
responsable de la resistencia a penicilina y tetraciclina. Las posibilidades de cambios

ribosomales como mecanismos de resistencia a la azitromicina se han valorado (41).

1.10 Epidemiologia y métodos de tipificacion molecular

La epidemiologia molecular tiene la capacidad de proveer informacion sobre la
emergencia y diseminacién de clones de N. gonorrhoeae con resistencia antimicrobiana,
gue podrian facilitar el manejo del paciente y establecer estrategias de intervencion. Para
ello se han desarrollado técnicas de tipificacion molecular como la electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE) y la secuencia multiantigeno de Neisseria gonorrhoeae NG-
MAST, pruebas que son altamente discriminatorias, reproducibles, objetivas e
intransferibles y se adapta bien a las aplicaciones con el objetivo de responder a las

preguntas epidemioldgicos a corto plazo (21, 47).

Inicialmente la busqueda de poblaciones clonales se concentraba en determinar la
epidemiologia de aislamientos resistentes a antimicrobianos de uso comun; los cuales se
caracterizan por mantener su material genético, persistir en el tiempo y por estar en
diversas areas geogréficas, en un pais o internacionalmente consiguiendo asi una
dispersion mundial. Para comprender mejor este concepto, Tenover en 1995 definid los

siguientes términos:
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Aislamiento: es un término general para un cultivo puro de bacterias obtenidas
mediante subcultivo a partir de una sola colonia sobre placas de agar con
crecimiento primario, se presume que se derivan de un solo organismo, para las

gue no se dispone de informacion aparte de su género y especie.

Aislamientos epidemiolégicamente relacionados: son cepas cultivadas a partir de
muestras recogidas de pacientes, fomites, o el medio ambiente durante un
periodo de tiempo y de un area bien definida que hace parte de una investigacion
epidemioldgica que sugiere que los aislados se pueden derivar de una fuente

comun.

Aislamientos genéticamente relacionados (clones): son aislados que no se
distinguen unos de otros por pruebas genéticas (por ejemplo, PFGE,
electroforesis de enzimas multilocus, o ribotipaje) o que son tan similares que se

presume que se derivan de un antepasado comun.

Brote: es el aumento de la incidencia de una enfermedad infecciosa en un lugar
especifico durante un periodo determinado, que esta por encima de la tasa de referencia

para ese lugar.

Cepa: es un aislado o un grupo de cepas que se pueden distinguir de otros aislados del

mismo género y especie por las caracteristicas fenotipicas o genotipicas o ambos.

Cepas del brote: son cepas de la misma especie que son epidemiolégicamente
relacionados (por ejemplo, por el momento, el lugar y la fuente comun de infeccion) y

genéticamente relacionados (es decir, tienen genotipos indistinguibles).

Cepas endémicas: son aislados que se recuperan con frecuencia de pacientes infectados
en un centro de atenciébn médica particular o una comunidad y que son indistinguibles o
estrechamente relacionados entre si mediante métodos de caracterizacion, y la

vinculacion directa o epidemioldgica puede ser demostrada.
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Tabla 2. Criterios de interpretacion de la prueba de PFGE, segun Tenover, 1995

Evento genético: No. De L
, - ., Interpretacion
Categoria Mutacion, Insercion o fragmentos . o
., . epidemiolégica

Delecion diferentes
Indistinguible 0 0 Hace parte del brote
Estrechamente Probablemente hace
relacionado 1 2a3 parte del brote
Posiblemente Posiblemente hace
relacionado 2 4a6 parte del brote
No relacionado 23 27 No hace parte del brote

Fuente: Tenover, 1995

El objetivo de los estudios de tipificacibn de cepa es proporcionar al laboratorio
evidencia de que los aislamientos relacionados epidemiolégicamente recogidos durante
un brote de la enfermedad también esta relacionados genéticamente y por lo tanto
representan la misma cepa. Esta informacion es Gt para comprender
y controlar la propagacibon de la enfermedad en los hospitales

y las comunidades.

PFGE se basa en la digestion de todo el genoma bacteriano (2.153.944 pb) por
endonucleasas de restriccion de corte infrecuente seguido por la separacién de los
fragmentos grandes de ADN resultantes en un gel de agarosa sometido a electroforesis
de campo pulsado. Este método puede separar grandes fragmentos de ADN (de 5 a 10
Mbp) en pocas bandas para facilitar la comparacién. Para la digestion del ADN genémico
utiliza enzimas como Spel y / o Bglll que han demostrado ser altamente discriminatorias
para N. gonorrhoeae. PFGE ha sido utilizado para definir las poblaciones de cepas

gonococicas en una region en particular, para identificar grupos de cepas circulantes,
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incluyendo cepas resistentes a antibiéticos y en las evaluaciones forenses. PFGE es un
método particularmente Util para aumentar la discriminacién entre los aislamientos en
situaciones especificas, especialmente aquellos que involucran micro epidemiologia
(aislamientos que son recuperados en periodos cortos de tiempo, dias meses o0 unos
pocos afos) PFGE es reproducible, y todos los aislados de N. gonorrhoeae son tipificable
por este método. Las desventajas de PFGE incluyen la exigencia de un alto nivel de
conocimientos técnicos y de interpretacion, la cual es potencialmente subjetiva de

patrones de bandas en geles y alto costo.

NG-MAST diferencia cepas sobre la base de la variacién de secuencia en fragmentos de
dos genes hipervariables, el gen porB (porina B) que codifica para una proteina de la
membrana externa asociada con la virulencia de la bacteria, y la subunidad B de la
proteina de unién a la transferencia de gen tbpB (proteina de unién de transferrina B, una
lipoproteina de membrana externa, para la adquisicion de hierro de la transferrina
humana. NG-MAST es altamente discriminatoria, relativamente facil de usar y tiene el
apoyo de un acceso abierto, la base de datos en linea (www.ng-mast.net), lo que permite
una facil comparacion de alelos, proporcionando asignacion clara de nuevos alelos y
tipos. A la fecha hay contenidos 13.513 ST en esta base de datos. Por estas razones,
NG-MAST ha sido aceptado como el método actual de eleccion y ampliamente utilizado
para investigar genotipos especificos de resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae,
para examinar las redes o contactos sexuales especificos y para investigar los fracasos
del tratamiento (21, 47).

genOmica de la poblacién: el estudio de las poblaciones definidas de bacterias
estrechamente relacionadas con fenotipos distintos mediante comparaciones de
genomas individuales o partes de ellos. Esto requiere el aislamiento de una muestra

representativa de una poblacion, normalmente mediante el cultivo de las bacterias.
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1.10.1 Epidemiologia de la resistencia antimicrobiana de
Neisseria gonorrhoeae.

El aumento de la resistencia a todos los antimicrobianos introducidos para el tratamiento
de la gonorrea se ha observado desde hace muchas décadas. Por lo general las cepas
de gonococo resistentes a un determinado antimicrobiano han surgido solo 10-20 afios

después de su introduccién en el tratamiento.

En 1937 comenzaron a emplearse las sulfonamidas en el tratamiento de la enfermedad
gonocodcica, inicialmente curaban el 95% de los casos y menos del 10% mostraba
resistencia “in vitro”; en pocos afos se observo el fallo terapéutico en 80% de los
pacientes (23).

En 1943 la penicilina se convirtié en el tratamiento de primera eleccion en la dosis inicial
de 100.000 — 150.000 unidades, sin embargo el posterior fracaso en el tratamiento obligé
a aumentar varias veces las dosis de penicilina, hasta que por ultimo en 1976 dos cepas
de N. gonorrhoeae productoras de penicilinasa con alto nivel de resistencia a la
penicilina, originarias de Africa y Asia fueron reportadas en los Estados Unidos de
América y el Reino Unido; en 1980 también se describe la resistencia a penicilina

mediada cromosémicamente (23).

En el afio 1985 fueron reportados en los Estados Unidos aislamientos con alto nivel de

resistencia a tetraciclina mediada por el gen tetM.

En 1990 aparecieron en Japén las cepas resistentes a fluoroquinolonas debido a
mutaciones especificas en los genes gyrA y Parc, que codifican las enzimas ADN girasa
y la topoisomerase |V, la resistencia a ciprofloxacina y a otras fluoroquinolonas se
extendié a nivel mundial, siendo retiradas en los afios 2000 en Europa y en 2007 en
Estados Unidos (23).

Después de esto las cefalosporinas de tercera generacion inicialmente la ceftriaxona a

una dosis de 125 mg intramuscular y la cefixima 400 mg via oral fueron las opciones para
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la primera linea, sin embargo, ya estaban reportados algunos casos de fracasos del
tratamiento con cefixima en uretritis gonococica en Japon en la década de 2000. En el
afio 2010 se informaron fracasos del tratamiento también en Noruega, Reino Unido,
Austria y Francia. En la actualidad, los fracasos del tratamiento también se han verificado
en Sudafrica y Canada. Cefixima fue retirada de los regimenes terapéuticos
recomendados para la gonorrea en Japén en 2006, en 2012 en EEUU y Europa, se
siguen presentando fracasos en el tratamiento con ceftriaxona en gonorrea faringea en

Australia, Europa y Japon (48).

Una directriz europea minuciosamente revisada y actualizada sobre el diagnéstico y
tratamiento de la gonorrea fue aprobado en el afio 2012 recomendando como tratamiento
de primera linea ceftriaxona 500mg intramuscular junto con azitromicina 2 g via oral para
gonorrea no complicada(48). Posteriormente en el afio 2013 en Colombia se reviso y se

elaboro6 la nueva guia clinica que rige actualmente en nuestro pais (8).

1.10.1.1 Factores que contribuyen a la propagacion de la resistencia

No es casualidad que la resistencia antimicrobiana a N. gonorrhoeae haya aparecido en
regiones en donde existe un sector informal de la salud y el uso de antibidticos no esta
bien controlado. Por estas razones la resistencia a las penicilinas se extendi6 desde el
sur y el este de Asia; la resistencia a la espectinomicina parece estar relacionada con la
disponibilidad de este antibiético en la region en las décadas de 1980. Mas
recientemente, la resistencia a quinolonas ha surgido por el mismo motivo; la
propagacion del TRNG, en Africa y en otros lugares, es también una consecuencia

evidente del uso y mal uso probable de las tetraciclinas por ser, facilmente disponibles y

econémicos.

En un estudio, aproximadamente 75% de los asistentes a una clinica de ITS en Ghana se
habia auto-medicados antes de la presentacion (49). Los antibidticos se han adquirido de
una variedad de fuentes y se toman en dosis inadecuadas, a menudo como mezclas de
diferentes agentes. Entre 70 y 95% de los gonococos examinado en esta clinica fueron
resistentes a los antibiéticos comunmente disponibles. Ademas, los profesionales del

sexo en Asia suministran a los clientes quinolonas orales como medio de profilaxis, y la
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auto-prescripcion de antibiéticos profilacticos en las Filipinas fue un factor que contribuye

a la aparicion de resistencia a los antimicrobianos en ese pais (50).

La carga de la enfermedad es desproporcionadamente alta en los paises con menos
capacidad para proporcionar el diagnostico y el manejo apropiado, y los niveles de

resistencia antimicrobiana son también mas altos en estos paises

1.10.1.2 Epidemiologia de la propagacién de la resistencia

Neisseria gonorrhoeae es un microorganismo patdégeno no-clonal, altamente
transformable, adepto a la adquisicion de ADN desde microorganismos estrechamente
relacionados que comparten su habitat. Esta habilidad del gonococo para adquirir ADN y
su condicidén intrinseca de alta variabilidad genética conllevan regularmente a cambios en

el fenotipo y genotipo del microorganismo (23,26).

Los factores que pueden estar implicados en la persistencia de determinadas clases de
auxotipos A / S incluyen su capacidad de causar infeccion asintomética y su resistencia a
los antibidticos. También se ha sugerido que factores del huésped, como los anticuerpos
especificos para cada serotipo en las secreciones vaginales, pueden producir un nivel de
inmunidad de grupo a los subtipos particulares, lo que resulta en la selecciéon de nuevos
subtipos (26).

Una cepa resistente se vuelve endémica una vez que hay una masa critica de individuos
infectados con la cepa; esto se asocia normalmente con la infeccién de transmisores
fundamentales, tales como los trabajadores sexuales. Las cepas que no se introduzcan
en transmisores principales es poco probable que persistan, Los trabajadores del sexo
implicados son en general inmigrantes ilegales que utilizan condones con mucha menos
frecuencia que sus contrapartes locales. El fenotipo NGRQ se limita a los pacientes y

heterosexuales y no se encontrd en poblacion homosexual (26).

1.10.1.3 Introduccioén y propagacion por viajeros.
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La velocidad de desplazamiento actual facilita propagacion de cepas de un pais a otro
durante la fase de incubacion pre sintomatica de la infeccion. Hay grupos transmisores
de enfermedades de transmision sexual entre los viajeros: las mujeres trabajadoras
sexuales ambulantes, conductores de camiones de larga distancia, los marineros y los

trabajadores migrantes.

Las diferencias socioecondmicas han provocado un aumento de los viajes por los

profesionales del sexo y sus clientes (26).

Se requiere un programa integrado de educacion, diagndstico y tratamiento de las

poblaciones de refugiados y migrantes para poder controlar las ITS en estos grupos.



2. Capitulo 2. Metodologia

2.1 Aislamientos bacterianos

Se estudiaron los aislamientos enviados por los diferentes departamentos del pais,
dentro del programa de vigilancia por laboratorio de N. gonorrhoeae realizada por el
Grupo de Microbiologia del INS, en el periodo 2013-2014

Los aislamientos fueron recibidos en el medio de transporte AMIES con carbdn activado,
acompafiados del formato de envio con los datos demogréficos y las pruebas de

identificacion realizadas en la entidad de salud.

Los aislamientos fueron sembrados en Thayer Martin y agar chocolate, se incubaron a 35
°C por 24-48 horas en una atmoésfera de 5% de CO: y una humedad del 90%(2,39). A los
aislamientos que se recuperaron se les realizaron las pruebas confirmatorias
estandarizadas GASP-LAC (40).

2.2 Pruebas Confirmatorias y de Sensibilidad
antimicrobianas.

Para la confirmacion se realizd la coloracion de Gram, la prueba de oxidasa y la
degradacién de carbohidratos sin crecimiento segun la metodologia de Kellogg y Turner.
La produccién de beta lactamasa se realizé utilizando la cefinasa (nitrocefina, marca
BBL) y la sensibilidad antimicrobiana por difusion (Kirby Bauer) y determinacion de la
concentracion inhibitoria  minima (CIM) a penicilina, tetraciclina, espectinomicina,

ceftriaxona, ciprofloxacina y azitromicina, de acuerdo con los parametros establecidos
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por el CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute, 2015) y como cepa control se
utilizé N. gonorrhoeae ATCC 49226 (39, 51).

Tabla 2-1. Criterios de Interpretacion segun CLSI 2015

Antibidtico Sensible Intermedio | Resistente
pg/mL pHg/mL pHg/mL

Penicilina <0,06 0,125-1,0 2,0
Tetraciclina <0,25 0,5-1,0 22,0
Espectinomicina | <32 64 2128
Ceftriaxona <1 - -
Ciprofloxacina <0,06 0,125-0,5 21,0
Azitromicina <0,5 1.0* 22,0

* Susceptibilidad critica a la azitromicina.
Fuente: CLSI 2015

Fueron determinados los diferentes fenotipos de resistencia de los aislamientos de
acuerdo con los criterios establecidos por Rice , la resistencia a penicilina mediada por
plasmidos (PPNG) para los aislamientos productores de betalactamasa con una CIM
>2ug/mL y un halo de inhibicién <19mm; la resistencia cromosomica a penicilina (CMPR)
para los aislamientos betalactamasa negativa con una CIM =2ug/mL y un halo de
inhibicion < 26 mm; la resistencia plasmidica a tetraciclina (TRNG) para los aislamientos
con CIM 216ug/mL y un halo de inhibicion <19 mm y la resistencia cromosdmica a
tetraciclina (CMTR) para los aislamientos con una CIM 22ug/mL y halo de inhibicion <30
mm. Los aislamientos fueron considerados resistentes a ciprofloxacina cuando tenian
una CIM 21pg/mL, a espectinomicina con una CIM2128ug/mL (resistencia cromosomal) y
a azitromicina con una CIM =2ug/mL; los aislamientos fueron considerados sensibles a
ceftriaxona cuando la CIM fue <0,25ug/mL (51, 52).

Los aislamientos productores de penicilinasa PPNG fueron confirmados por PCR
convencional para la deteccion de la betalactamasa codificada por el gen TEM,

posteriormente se escogieron 19 aislamientos (correspondientes a cada departamento
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participante) de los que resultaron positivos para la presencia de banda marcaron banda
con este iniciador para ser secuenciadas y determinar el tipo de TEM que esta circulando

en el pais.

2.3 Prueba de PFGE

La caracterizacion molecular fue realizada mediante la prueba de electroforesis en gel de
campo pulsado para ello inicialmente los aislamientos conservados en caldo tripticasa de
soya con glicerina a -70°C se recuperaron en agar Thayer Martin o agar chocolate, a
partir de este crecimiento se llevé a cabo la elaboracién de los bloques de agarosa
(Agarosa de rapida resolucion al 1%, SeaKem) en el cual se embebieron las cepas
despues de ser ajustadas a una tramitancia del 20% en el espectofotometro a una
longitud de onda de 625 nm; se adicioné proteinasa K para la lisis celular luego de
varios lavados con agua, fueron almacenados a 4°C en buffer TE.

La restriccibn de DNA fué realizada utilizando la enzima Spe | (Promega) a una
concentracion de 10U/l por cada aislamiento. Los bloques se sembraron en geles de
agarosa de resoluciéon rapida al 1.0% preparada con buffer de TBE 0,5X pH 8,5,
utilizando como marcador de peso molecular “Lambda Ladder PFGE Marker” (21,53).

Los fragmentos de restriccibn se separaron por PFGE utlizando el equipo de
electroforesis CHEFF-II (Bio-Rad) y fueron coloreados con bromuro de etidio (10 mg/ml)
gue luego de ser lavados con agua destilada, se transfiri6 el gel a un sistema de imagen

para ser fotografiado (fotodocumentador Bio-Rad).

Los patrones de bandas obtenidos por PFGE fueron analizados con el programa Gel
compar Il 6.5, utilizando el coeficiente de Dice, el método de algoritmo de
emparejamiento por pares con base en promedios aritméticos (UPGMA), una
optimizacion del 1% y una tolerancia de 1,5%. Los patrones se clasificaron dentro de un
grupo clonal con menos de cuatro diferencias entre si y con una relacion genética en el

dendograma de 285%.
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Del dendograma realizado a partir de la PFGE, se seleccionaron (10%) 20 aislamientos
representativos de los fenotipos de resistencia encontrados, para determinar la secuencia
tipo (ST), por la técnica de NG-MAST.

2.4 Prueba de NG-MAST.

Para la prueba de NG-MAST primero se realiz6 la extraccion del acido
desoxirribonucleico (ADN) por calentamiento a 95°C durante 10 minutos de la suspensién
de la bacteria en agua destilada estéril, se centrifug6é a 3000 gravedades por 3 minutos y

el sobrenadante fue conservado a -20°C.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los fragmentos porB y tbpB se
realizaron segun lo descrito por Martin y colaboradores (54). Los iniciadores para porB
fueron utilizados para la amplificacion de fragmentos de 737 pb sentido 5° CAA GAA
GAC CTC GGC AA 3" y antisentido 5° CCG ACA ACC ACT TGG T 3’ y para tbpB fueron
disefiadas por el uso de secuencias conservadas y la amplificacion de un fragmento de
589 pb sentido: 5’CGT TGT CGG CAG CGC GAA AAC '3 y antisentido 5° TTC ATC
GGT GCG CTC GCC TTG "3, la amplificacion del gen por, fue hecho en un volumen
total de 50 ul, cada PCR contenia 50 pmol de cada iniciador, 2,5 U de taq polimerasa

(Quiagen), 2 yl de ADN, 0,2 mmol/L de cada dNTP y agua para ajustar un volumen de 50
ul.

El perfil de amplificacién utilizado fue el siguiente un ciclo inicial de denaturaciéon por 4
minutos a 95°C, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58°C y 1
minuto a 72°C con una extensioén final de 10 minutos a 72°C y un enfriamiento a 4°C.
Para la amplificacion del gen tbpB se utilizaron las mismas condiciones, pero la

temperatura de anillamiento fue de 69°C. (54)

Los productos de la PCR se corrieron por electroforesis convencional en geles de
agarosa (Ultra pure, Invitrogen) al 1,2% con bromuro de etidio (0,4 pg/ml) a 100 voltios
por una hora, finalmente se tomé una fotografia utilizando el fotodocumentador (Bio-

Rad), para comprobar la calidad de las bandas y posteriormente ser enviado para
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determinar las secuencias de nucleétidos en cada una de las cadenas (sentido y
antisentido)

En el andlisis bioinformético (Geneious R7.1.3) de las secuencias se compararon los
alineamientos de cada una de las cadenas (sentido y antisentido), luego se realizo el
consenso de los controles de la base de datos centralizada de las NG-MAST de las
secuencias correspondientes a los dos genes porB y tbpB. Seguido a esto se tomd una
de las cadenas sentido o antisentido y se compar6 con la secuencia consenso control de
la base de datos para realizar el corte acorde a la longitud, 490bp para el gen porB y
390pb para el gen tbpB. Posteriormente, las secuencias de los genes fueron remitidas a
la base de datos de NG-MAST( www.ng-mast.net), consultada en noviembre de 2015

para obtener el perfil alélico y la ST.

2.5 Betalactamasatipo TEM

2.5.1 PCR paraidentificar el gen TEM

Para realizar esta técnica se seleccionaron los aislamientos resistentes a penicilina (83)
luego se les hizo extraccion de ADN por ebullicion (calentamiento a 95°C durante 10
minutos de la suspension de la bacteria en agua destilada estéril, se centrifugé a 3000
gravedades por 3 minutos y el sobrenadante fue conservado a -20°C). La realizacion de
la PCR se hizo segun el protocolo descrito por Monstein y colaboradores usando el
primer sentido 5 TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA'3 y el antisentido
5" ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT’3 para el gen TEM, utilizados para la amplificaciéon
de fragmentos de 445 pb, en un volumen de 50 pl en el cual cada PCR contenia 1.5 yl de
buffer 1X, 2.4 pl de iniciador sentido y 0.37 ul de iniciador antisentido, 0.15 U de taq
polimerasa (Quiagen), 6 ul de ADN, 0,37 mmol/L de cada dNTP y agua para ajustar un
volumen de 50 ul; Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo inicial de
denaturacién por 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C con una extension final de 10 minutos a 72°C y un

enfriamiento a 4°C. (55).

Los productos de la PCR se corrieron por electroforesis convencional en geles de

agarosa (Ultra pure, Invitrogen) al 1,2% con bromuro de etidio (0,4 pug/ml) a 100 voltios
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por una hora, finalmente se tom6 una fotografia utilizando el fotodocumentador (Bio-
Rad), se enviaron para secuenciar, las secuencias del gen fueron analizadas en el

programa BLAST (56) con el fin de determinar el tipo de TEM.

2.6 Analisis Estadistico

Para el andlisis de los datos como asociaciones y frecuencias se utilizé el programa
estadistico Epiinfo 7.0 (57).

Se realiz6 analisis univariado para establecer las frecuencias de distribucién para las

siguientes variables:

-Procedencia, en la que se incluyeron los diferentes LSP de cada departamento y Distrito

gue enviaron aislamientos.

-Sexo

-Edad. Para el analisis de la edad se establecieron los siguientes grupos en afos:
(2-4), (5-9), (10-14), (15-24), (25-34), (35-44), (45-54) y (55-64).

-Sensibilidad antimicrobiana, a penicilina, tetraciclina, espectinomicina, ceftriaxona,

ciprofloxacina y azitromicina, utilizando las categorias sensibles, intermedio y resistente

-Fenotipos de resistencia: PPNG, CMTR, TRNG, CMPR, QRNG, los aislamientos que no
clasificaron como resistentes fueron denominados SENSIBLES.

-Patrones establecidos mediante la prueba de PFGE. Los cuales fueron establecidos por

el autor, segun la frecuencia presentada

-Secuencia Tipo o ST segun la base de datos www.ng-mast.net.



3. Capitulo 3. Resultados

3.1 Datos demogréficos

Durante los afios 2013 y 2014 se recibieron 246 aislamientos enviados por 19 entidades
de salud del pais. Los laboratorios que mas enviaron aislamientos fueron los de Bogota
62 (25,2%), Antioguia 54 (21,9%), Amazonas 47 (19,1) y Risaralda 33 (13,4%). En la
tabla 3-1, se encuentra la distribucion por departamento remitente y la tasa de ataque

donde Amazonas presentd la tasa mayor con 61,65 por 100.000 habitantes.

En el periodo de estudio se recibieron 246 aislamientos de los cuales 118 (48%)
corresponden al afio 2013 y 128 (52%) corresponden al afio 2014; de los 246
aislamientos recibidos fueron recuperados 144 (58,5%), los 102 restantes no fueron

viables o estaban contaminados y no se lograron recuperar.

En la tabla 3-2 se observa la distribuciébn por grupos de edad y sexo; 188 (76,42%)
aislamientos eran de hombres, 58 (23,57%) de mujeres; 50 (20,33%) aislamientos eran
de menores de 15 afios y de estos 37 (63,79%) eran de mujeres; 37 (74%) del total de
los menores de 15 afios eran nifios y niflas entre 1 y 9 afios de edad. Al comparar el
grupo de menores de 15 afios por sexo, se encontré una proporcion de hombre a mujer

de 1:2,8 con diferencia significativa (p<0,001).
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Tabla 3-1. Namero de aislamientos enviados por los LSP durante los afios 2013-2014.

Region recupgrados n enviados % Poblacion *Tasa
Bogota 35 62 25,2 7.878.783 0,79
Antioquia 26 54 21,95 6.456.299 0,84
Amazonas 37 47 19,11 76.243 61,65
Risaralda 15 33 13,41 951.953 3,47
Bolivar 0 8 3,25 2.097.161 0,38
Santander 0 8 3,25 2.061.079 0,39
Arauca 5 7 2,85 262.315 2,67
Sucre 3 5 2,03 851.515 0,59
Valle 2 4 1,63 4.613.684 0,09
N.Santander 0 4 1,63 1.355.787 0,3
Boyaca 1 3 1,22 1.276.407 0,24
Cesar 1 2 0,81 1.028.890 0,19
Meta 1 2 0,81 961.334 0,21
Atlantico 0 2 0,81 2.460.863 0,08
Cauca 0 1 0,41 1.379.169 0,07
Choco 0 1 0,41 500.093 0,2
Guajira 0 1 0,41 957.797 0,1
Casanare 0 1 0,41 356.479 0,28
Putumayo 0 1 0,41 345.204 0,29
Total 126 246 100 48.203.405 0,51

*Tasa de ataque por 100.000 habitantes.

En Amazonas 12 (25,53%) aislamientos fueron recuperados de pacientes menores de 15
afios, en Antioquia 12 (22,22%), en Bogota 9 (14,51%), en Bolivar 6 (75%), en Sucre 4

(80%); los otros 7 (14%) de este grupo de edad eran de los 6 departamentos restantes.
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Tabla 3-2. Distribucién de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae por grupos de edad y
sexo.

Sexo
Grupos de : i
Masculino Femenino Total
edad en afios
n % n % n %

la4d 0 0 16 27,59 16 6,50
5a9 3 1,60 18 31,03 21 8,54
10a 14 10 5,32 3 5,17 13 5,28

Subtotal <15 13 6,91 37 63,79 50 20,33
15a24 79 42,02 7 12,07 86 34,96
25a34 48 25,53 3 5,17 51 20,73
35a44 15 7,98 1 1,72 16 6,50
45 a 54 8 4,26 2 3,45 10 4,07
55 a 64 3 1,60 4 6,90 7 2,85
Sin dato* 22 11,70 4 6,90 26 10,57
Total 188 100 58 100 246 100

Al analizar los 4 laboratorios de salud publica del pais (LSP) que enviaron aislamientos
con mas frecuencia se encontré mayor nimero de mujeres con Neisseria gonorrhoeae en
el departamento de Antioquia 20/53 comparado con Risaralda 1/33 y Bogota 7/62 con
una diferencia estadisticamente significativa de p<0,0001; el nimero de aislamientos
procedentes de hombres del departamento de Risaralda 32/33 comparado con
Amazonas 37/47 fue mayor (p<0,0001)

De los 246 que tenian dato de fuente, 184 (74,80%) eran de secrecion uretral, 53
(21,54%) de flujo vaginal, 2 (0,81%) de secrecion de cérvix, 2 (0,81%) de secrecion
conjuntival, y de hemocultivo 1 (0,40%), 4 (1,62%) no tenian dato de fuente; de los 50
aislamientos de menores de 15 afios, 36 (72%) eran de flujo vaginal, 13 (26%) de

secrecion uretral, 1 (2%) de conjuntiva.
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De los 246 aislamientos recibidos fueron viables 144, para un promedio de recuperacion
del 58,53%, con un rango de 42.36% para el 2013 y del 57,63% para el afio 2014. De los
144 aislamientos se realizé el montaje de sensibilidad antimicrobiana y pruebas
moleculares a 126, ya que 18 cepas no presentaron un crecimiento éptimo en el

momento del montaje.

3.2 Sensibhilidad antimicrobiana

De los 126 aislamientos recuperados (es decir que al realizar el cultivo sobre las placas
de agar se observa crecimiento de colonias puras del microorganismo) 81 (64,28%)
fueron productores de beta lactamasa y 83 (65.87%) presentaron resistencia a la
penicilina. La distribucién de la produccion de beta lactamasa por sitio de procedencia
fue: Bogota 23/35, Antioquia 21/26, Amazonas 18/37, Risaralda 8/15, Arauca 4/5 y otros

departamentos 7/8.

Figura 3-1. Sensibilidad a penicilina N. gonorrhoeae 2013-2014. n=126
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En la figura 3-1 se observa un nivel de resistencia alto a penicilina del 65,87%, ademas
se evidencia un aumento significativo de la resistencia intermedia de 22,2% en 2013 al
43,1 en el afio 2014 y no se present6 ningun aislamiento sensible.

El analisis por departameto mostré que la resistencia a penicilina procedia principalmente
de Bogota, Antioquia y Amazonas, el mayor numero de aislamientos resistentes fueron
provenientes de Bogota. Sin embargo al analizar la resistencia a penicilina se encontrd
gue la proporcién de los aislamientos de Antioquia presentan mas resistencia a este
antibiético 21/26, a diferencia de Amazonas que mostr6 mayor nimero de aislamientos

con una resistencia intermedia, p=0.03.

Figura 3-2. Sensibilidad a tetraciclina N. gonorrhoeae 2013-2014. n=126
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En la figura 3-2 se observa que en el 2014 se presenté un aumento de los aislamientos
con resistencia intermedia y no se presentd ningun aislamiento sensible a este
antibiotico. La resistencia total a tetraciclina se presentd en 54 (42.85%) de los

aislamientos recuperados.
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Al realizar el analisis de la resistencia a tetraciclina, Bogota mostr6 mayor nimero de

aislamientos resistentes a diferencia de Amazonas ya que este presenta mas resistencia

intermedia a dicho antibiético con p=0,001.

Figura 3-3. Sensibilidad a ciprofloxacina N. gonorrhoeae 2013-2014. n=126
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Para Ciprofloxacina se encontré un aumento significativo (p=0,002) en el nimero de

aislamientos resistentes durante el periodo de estudio, (Figura 3-3).

La resistencia a ciprofloxacina se present6 en 37 (29,3%) aislamientos de los cuales 18
procedian de Bogota (48,6%), seguido de Antioquia y Risaralda con 5 (13,51%)
aislamientos cada uno. Amazonas presenta el mayor nimero de aislamientos (24/79)

sensibles a este antimicrobiano, lo cual representa una sensibilidad del 65% a este

antimicrobiano, en el departamento (24/37).
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Figura 3-4. Distribucién de CIM a Azitromicina N. gonorrhoeae 2013-2014. n=126
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De los aislamientos estudiados, 2 (1.5%) presentaron una concentracion critica a
azitromicina CIM= 1u/ml pertenecientes a Bogota y Antioquia del afio 2014 y los
restantes fueron sensibles (figura.3-4.) La CIM 50/90 fue 0.125/0.5ug/ml.
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gura 3-5. Sensibilidad a Espectinomicina N. gonorrhoeae 2013-2014.
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En el periodo de estudio no se presentaron aislamientos con resistencia a
espectinomicina y tan solo un aislamiento fue Intermedio en el afio 2013 con una CIM de
64 ug/mL.

Todos los aislamientos estudiados fueron sensibles a ceftriaxona, lo que indica que en la
actualidad no circulan en Colombia las cepas H041, F89 y A8806. (Figura 3-6). La CIM
90 encontrada para este antimicrobiano fue 0.016pg/mL, sin embargo 2 aislamientos
(1.6%) se encuentran en 0.125ug/mL, concentracion limite para pasar a la categoria de

sensibilidad disminuida a ceftriaxona.
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Figura 3-6. Distribuciobn de la sensibilidad a ceftriaxona N. gonorrhoeae 2013-
2014.n=126
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La multiresistencia se presentd en 14 (11,11%) aislamientos, dada por la resistencia a
penicilina, tetraciclina y ciprofloxacina. (Tabla 3-3).

Todos los aislamientos multiresistentes procedian de hombres entre las edades de 20 a
46 afos, de los 14 aislamientos multiresistentes 10 (71,42%) eran de Bogota, 3(21,42%)
eran de Risaralda y 1(7,14%) de Amazonas. 12 aislamientos habian sido recuperados en

el afio 2014 y tan solo dos en el afio 2013.

Tabla 3-3. Multiresistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae 2013-2014.

TETRACICLINA (n)

CIPROFLOXACINA (n) I R S Total
I 1 1
R 12 14 26
S 27 23 6 56

Total 39 38 6 83
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Tabla 3-4. Distribucion de la resistencia a los antimicrobianos y de las CIM 50 y CIM 90
de los aislamientos de Neisseria gonorrhoeae estudiados durante el periodo 2013-2014.

n (%) CIM (pg/mL)
Antibidtico S | R 50 90
Penicilina 0 43 (34,2) | 83 (65,8) 4 32
Tetraciclina 6 (4,8) 66 (52,4) | 54 (42,8) 0,5 32
Espectinomicina 125 (99,2) 1(0,8) 0 16 32
Ceftriaxona 126 (100) 0 0 0,004 0,016
Ciprofloxacina 79 (62,7) 10 (7,9) | 37 (29,4) 0,004 8
Azitromicina 124 (98,4) 2*(1,6) 0 0,125 0,5

S, sensible; I, Intermedio; R, resistente.

* Concentracion critica.

En la tabla 3-4. Se encuentra la distribucion de la sensibilidad a los antimicrobianos
estudiados y las CIM 50/90 de cada uno de ellos. Para penicilina se encontré que la CIM
50/90 fue 4/32 pg/ml.

En los 126 aislamientos estudiados se encontraron 13 fenotipos de resistencia diferentes;
de los cuales el mas comun fue PPNG en 33 (26.19%) provenientes de seis de los diez
departamentos estudiados resaltando a Amazonas con 16 (47%) aislamientos,
PPNG/TRNG/QRNG en 14 (11,11%), PPNG/CMTR en 13 aislamientos (10,31%),
PPNG/QRNG en 11 (8,73%), el fenotipo sensible se presentdé en 22 (17,46%)

aislamientos, provenientes con mayor frecuencia de Amazonas 13 (59%). (Tabla 3-5).

Al analizar los fenotipos de resistencia por departamento, se observd que Amazonas
contiene dos fenotipos representativos en su vigilancia PPNG y Sensible en un 43% vy
35% respectivamente; ademas el fenotipo PP/TRNG/QRNG caracterizado por agrupar
aislamientos mulltiresistentes se presentd con mayor frecuencia en Bogota con 8/11
(22,9%) aislamientos y tan solo 1 en Amazonas.

En el analisis por afio del fenotipo de resistencia se observa un aumento significativo del
fenotipo PP/TRNG/QRNG del afio 2013 (9,09%) al 2014 (90,91%) con un p=0,000
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Tabla 3-5. Fenotipos de resistencia antimicrobiana en aislamientos de Laboratorio de
Salud Publica 2013-2014.

FENOTIPO RES | Antioquia | Bogota | Boyaca | Cesar | Meta | Risaralda | Sucre | Valle | Arauca | Amazonas | Total
CMPR/QRNG 1 1
CMTR 2 1 1 1 2 7
CMTR/QRNG 1 1
PP/TRNG 1 3 1 8
PP/TRNG/QRNG 10 3 1 14
PPNG 7 6 1 1 2 16 33
PPNG/CMTR 8 1 1 1 1 1 13
PPNG/QRNG 4 3 1 2 1 11
QRNG 1 3 1 1 1 7
SENSIBLE 3 3 3 13 22
TRNG 1 2 5
TRNG/CMPR 1 1
TRNG/QRNG 2 1 3
Total general 26 35 1 1 1 15 3 2 5 37 126

3.3 Caracterizacion genotipica

3.3.1 gen blaTEM.

Se identificaron 83 aislamientos resistentes a penicilina a los cuales se les realiz6 PCR
convencional para la deteccién del gen blaTEM con el fin de confirmar el tipo de beta-
lactamasa, encontrando que todas poseian el gen. Acorde a esto se seleccionaron 19
aislamientos para secuenciar el gen blaTEM de los cuales 17 fueron TEM-1 los 2

restantes fueron TEM-135.

3.3.2 Prueba PFGE.

Mediante la PFGE realizada a los 126 aislamientos de los diferentes departamentos, 110
se agruparon en 17 “clusters” con 54 patrones diferentes de la A hasta la Q y 16
restantes fueron no relacionados (NR) con una similitud 285%. El cluster mas comudn fue
el A con 19 (15,1%) aislamientos distribuidos en 8 (A1-A8) patrones, la mayor parte de
estos presentaron el fenotipo de resistencia PPNG (18/19) asociado a aislamientos

productores de penicilinasa encontrados en 5 de los 10 departamentos analizados,
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seguido del claster B con 13 (10,3%) aislamientos representados en 6 (B1-B6) patrones

la mayoria con resistencia PPNG/CMTR (9/13), gran parte de estos procedian de

Antioquia (8), y el cluster

C con 12 (9.5%) aislamientos agrupados en 3 (C1-C3)

patrones los cuales presentan resistencia a PP/TRNG/QRNG en su mayoria, aportados

principalmente por Bogota (7/12).

Figura 3-7. Dendograma PFGE Neisseria gonorrhoeae 2013-2014.
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ANO PROCEDENCIA EDAD  BL

CEPA TEM F.RES PFGE
574 2013 ANTIOQUIA 30 BL+ TEM PPNG/CMTR O1
626 2013 RISARALDA 21 BL- - CMTR 02
. 570 2013 BOGOTA SO BL+ TEM PPNG N1
. 662 2014 RISARALDA 16 BL- - TRNG N2
625 2013 ANTIOQUIA 52 BL- CMTR M1
- 655 2014 BOGOTA 3 BL- - TRNG M2

568 2013 VALLE 59 TEM PPNG NR

569 2013 BOGOTA SD BL+ TEM PPNG NR

685 2014 RISARALDA 21 BL- TRNG NR

715 2014 AMAZONAS 42 BL - SENSIBLE E2

716 2014 AMAZONAS 17 BL- SENSIBLE E2

718 2014 AMAZONAS 6 BL- SENSIBLE E2

719 2014 AMAZONAS 35 BL - SENSIBLE E2

667 2014 AMAZONAS 33 BL - SENSIBLE E1

668 2014 AMAZONAS 19 BL - SENSIBLE E1

670 2014 AMAZONAS 23 BL- SENSIBLE E1

674 2014 AMAZONAS 4 BL- SENSIBLE E1

687 2014 AMAZONAS 25 BL- SENSIBLE E1

883 2014 AMAZONAS 23 BL - SENSIBLE E1

690 2014 AMAZONAS 18 BL - SENSIBLE E1

720 2014 ANTIOQUIA 15 BL- - SENSIBLE NR

1620 2013 AMAZONAS 26 BL+ TEM PPNG AT

N 631 2013 AMAZONAS 18 BL+ TEM PPNG AT

638 2013 AMAZONAS 27 BL+ TEM PPNG A3

577 2013 ANTIOQUIA 25 BL+ TEM PPNG A2

683 2014 BOGOTA 25 BL+ TEM PPNG A2

710 2014 ARAUCA 17 BL+ TEM PPNG A2

5§76 2013 ANTIOQUIA SD BL+ TEM PPNG AB

1622 2013 AMAZONAS 19 BL+ TEM PPNG A4

623 2013 AMAZONAS 19 BL+ TEM PPNG Ad

W 582 2013 AMAZONAS 17 BL+ TEM PPNG A3
639 2013 ARAUCA 35 BL+ TEM PPNG A3
642 2014 CESAR 62 BL+ TEM PPNG/CMTR A1
1658 2014 ANTIOQUIA 46 BL+ TEM PPNG Al
1659 2014 ANTIOQUIA 24 BL+ TEM PPNG Al

671 2014 ANTIOQUIA 7 BL+ TEM PPNG Al

1693 2014 ANTIOQUIA 22 BL+ TEM PPNG Al

694 2014 ANTICQUIA 18 BL+ TEM PPNG Al

| 702 2014 BOGOTA 35 BL+ TEM PPNG Al

573 2013 AMAZONAS 18 BL+ TEM PPNG A5

621 2013 AMAZONAS 16 BL+ TEM PPNG NR

636 2013 BOGOTA SD BL+ TEM PPNG NR

721 2014 BOGOTA SD BL+ TEM PPNG/QRNG NR

En la figura 3-7 se observan dos cluster representativos A y E, el cluster A conformado

por 8 patrones y 19 aislamientos todos productores de Beta-lactamasa, el cluster E se
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conforma por 2 patrones al que corresponden los aislamientos sensibles provenientes de

Amazonas.

Figura 3-7.1. Dendograma PFGE Neisseria gonorrhoeae 2013-2014.

Ll QG0 2013 AMAZONAS 33 BL- - QRNG 02
_‘Ij I | I | 630 2013 AMAZONAS 9 BL+ TEM PPNG D2
.| 51 2013 AMAZONAS 17 BL+ TEM PPNG/CMTR D3

I I PS7® 2013 AMAZONAS 18 BL+ TEM PPNG D4
PS80 2013 AMAZONAS 3 BL+ TEM PPNG D1

PS8! 2013 AMAZONAS 23 BL+ TEM PPNG D1

' B5e3 2013 AMAZONAS 23  BL+ TEM PPNG D1
607 2013 AMAZONAS 14 BL+ TEM PPNG D1

P60 2013 AMAZONAS § BL+ TEM PPNG D1

S 69 2014 AMAZONAS 11 BL+ TEM PPNG D1
Pc% 2014 AMAZONAS 19 BL+ TEM PPNG D1

P67 2013 RISARALDA 30 BL+ TEM PPNG/CMTR Gi

{ [578 2013 BOGOTA 9 BL+ TEM PPITRNG Gt
676 2014 RISARALDA 20 BL+ TEM PPTRNG Gt

% [ 604 2013 BOGOTA 45 BL+ TEM PPARNG G2
] S92 2014 ANTIOQUIA 21 BL+ TEM PPIRNG  G3

706 2014 BOGOTA 5 BL+ TEM PPNG G4

. 709 2014 BOGOTA 2 BL+ - PPTRNG G5

612 2013 ANTIOQUIA 23 BL+ TEM PPNG/CMIR 81

| 513 2013 ANTIOQUIA S5 BL+ TEM PPNG/CMTR 81
! 614 2013 ANTIOQUIA 3¢ BL+ TEM PPNG/CMTR B1
615 2013 ANTIOQUIA 19 BL+ TEM PPNGICMTR B1

616 2013 ANTIOQUA 13 BL+ TEM PPNG/CMTR B1

| 617 2013 ANTIOQUIA SD BL+ TEM PPNG/CMTR B1
|l | 618 2013 ANTIOQUIA 14 BL+ TEM PPNG/CMTR 81

| [} 595 2013 BOGOTA 37 BL+ TEM PPNG/CMTIR B4
‘ 605 2013 ANTIOQUIA 8 BL+ TEM CMTR 83

| | 593 2013 BOYACA 24 BL+ TEM PPNG/CMTR B5
| |65 2014 RISARALDA 29 BL+ TEM PP/TRNG 82

] W75 2014 ARAUCA 4 BL+ TEM PPTRNG B2
W57t 2013 VALLE 23 BL+ TEM CMTR 86

"| J557 2014 RISARALDA SD BL- SENSIBLE  J4
! P60 2014 BOGOTA 25 BL- SENSIBLE  J3
|| . 62 2013 AMAZONAS 21 BL- - SENSIBLE ~ J2
J68¢ 2014 RISARALDA 28 BL- SENSIBLE ~ J1

[ 4 665 2014 RISARALDA 28 BL- SENSIBLE ~ P1
| 697 2014 BOGOTA 28 BL- SENSIBLE P2

1K Jis11 2013 BOGOTA 27 BL- - SENSIBLE Q1

P69 2014 BOGOTA 14 BL- SENSIBLE Q1

@635 2013 BOGOTA 11 BL- - CMTR K1

1 r 645 2014 SUCRE 6 BL+ TEM PPNGIQRNG K1
JE656 2014 SUCRE 63 BL- TEM. PPNG/QRNG K1

En la figura 3-7.1 se observa el clister D conformado por 4 patrones, productores de

Beta-lactamasa y procedentes de Amazonas en su totalidad, ademas se observa el
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cluster B conformado por 6 patrones productores de Beta-lactamasa, en su mayoria

procedentes de Antioquia y del afio 2013.

Figura 3-7.2. Dendograma PFGE Neisseria gonorrhoeae 2013-2014.

— v TSmO U
L‘E |8 | 572 2013 SUCRE 6 BL+ TEM PPNG NR
1l I' ’ 675 2014 ANTIOQUIA 41 BL- - SENSIBLE ~ NR

| i 628 2013 AMAZONAS 17 BL- - CMTR NR

| |} 704 2014 ANTIOQUIA 38 BL- - SENSIBLE  NR

, 627 2013 AMAZONAS 36 BL- - CMTR L1

‘ [ 2014 AMAZONAS 3 BL- - TRNG L1

2014 AMAZONAS 38 BL- - TRNG L1

1 2013 AMAZONAS 23 BL- - CMTR/QRNG NR

2013 ANTIOQUIA 40 BL- - QRNG "

2013 META 19 BL- - QRNG 1"

2014 BOGOTA 23 BL- - QRNG 12

| 2013  ARAUCA 18 BL- - QRNG 13

| 2013 BOGOTA 22 BL- - CMTR/QRNG NR

2013 AMAZONAS 24 BL+ TEM PP/TRNG/IQR H1

2014 ANTIOQUIA 11 BL+ TEM PPNG/QRNG H1

2014 BOGOTA 26 BL+ TEM PP/TRNG/QR H1

2014 BOGOTA 24 BL+ TEM PP/TRNGIQR H2

2014 RISARALDA 14 BL- - TRNG/QRNG H3
2014 BOGOTA 3% BL- - QRNG NR
2013 BOGOTA 26 BL+ TEM PPNG/QRNG F1
2014 BOGOTA 2 BL+ TEM PPNG/QRNG F1

2014 BOGOTA 42 BL+ TEM PP/TRNG F1
2014 ANTIOQUIA 7 BL- - PPNG/QRNG F1
2014 BOGOTA 30 BL+ TEM PP/TRNG/QR. F2
2014  ARAUCA SD BL+ TEM PPNG/QRNG F3
2014 ANTIOQUIA SD BL+ TEM PPNG/QRNG F4
2014 ANTIOQUIA 18 BL+ TEM PPNG/GRNG NR
2014 BOGOTA 34 BL+ TEM PP/TRNG/QR. C1
2014 RISARALDA 26 BL+ TEM PP/TRNG/QR. C1
2014 RISARALDA 23 BL+ TEM PP/TRNG C1

2014 BOGOTA SD BL+ PP/TRNG/QR. C1
2014 RISARALDA 32 BL+ TEM PPNG/QRNG C1
2014 BOGOTA 53 BL- - TRNG/QRNG C1

2014 BOGOTA 46 BL+ TEM PP/TRNG/QR. C1
2014 RISARALDA 28 BL+ TEM PP/TRNG/QR. C1
2014 BOGOTA 20 BL- TEM. PP/TRNG/QR C1
2014 BOGOTA 24 BL+ TEM PP/TRNG/QR. C1
2014 BOGOTA 24 BL+ TEM PPNG/QRNG C2
2014 BOGOTA 35 BL- - TRNG/QRNG C3
2014 AMAZONAS 22 BL- - QRNG NR

En la figura 3-7.2 se observa el cluster C agrupado en tres patrones al cual pertenecen
es su mayoria aislamientos multiresistentes procedentes de Bogota y Risaralda del afio
2014.
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La prueba de Ng-MAST revel6 una alta diversidad en los 20 aislamientos analizados por
secuenciacion debido a que no se encontré ningin ST predominante en los siete STs
encontrados en este estudio y reportados por otros autores en Africa y Reino Unido, los
13 STs restantes fueron Nuevos; de los 7 aislamientos secuenciados de Amazonas 6
presentaron STs Nuevos.

Adicionalmente, se identificaron 10 alelos del gen porB diferentes. El alelo 19 del gen
porB fue encontrado en dos aislamientos pertenecientes al patron de PFGE idéntico a A1
procedentes de Antioquia y Cesar; 9/20 aislamientos mostraron nuevos alelos para el
gen porB. En cuanto al gen tbpB se encontré que 3 aislamientos tenian el alelo 60 los
cuales procedian de Bogota y presentaban una alta resistencia a penicilina, tetraciclina y
ciprofloxacina. (Tabla 3-6)

Tabla 3-6. Distribucion de fenotipos de resistencia, patron PFGE y NG MAST de
aislamientos de N. gonorrhoeae 2013-2014.

Aislamiento  Procedencia Fenotipo de Patrén Pais donde se ha
resistencia PFGE reportado
688 Amazonas SENSIBLE E1l 1664 4 2664 Sur Africa
689 Amazonas PPNG D1 7950 2352 13767 Colombia
620 Amazonas PPNG AT 7939 2349 13753 Colombia
629 Amazonas SENSIBLE J2 7940 29 13754 Colombia
606 Amazonas CMTR/QRNG NR 4836 620 13751 Colombia
715 Amazonas SENSIBLE E2 7945 18 13769 Colombia
653 Amazonas TRNG L1 7942 2350 13756 Colombia
616 Antioquia PPNG/CMTR B1 542 61 808 Reino Unido
658 Antioquia PPNG Al 19 4 28 Reino Unido
692 Antioquia PP/TRNG G3 119 189 13771 Colombia
710 Arauca PPNG A2 7944 24 13758 Colombia
703 Bogotéa PP/TRNG/QRNG C1 785 60 3611 No reportado
729 Bogota QRNG 12 30 743 3307 No reportado
640 Bogota PPNG/QRNG F1 7941 165 13755 Colombia
709 Bogotéa PP/TRNG G5 90 27 569 Reino Unido
728 Bogota PP/TRNG/QRNG F2 7946 60 13768 Colombia
663 Bogota TRNG/QRNG c3 7943 60 13757 Colombia
642 César PPNG/CMTR Al 19 24 26 Reino Unido
645 Sucre PPNG/QRNG K1 5571 165 13770 Colombia
o571 Valle CMTR B6 7938 27 13752 Colombia
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En la figura 3-9 se observa la distribucion de los STs en Colombia, Amazonas (6), Bogota
(1) y Antioquia (3) presentaron el mayor nimero de STs nuevos, adicionalmente estos
departamentos representan 6/7 STs reportados en la literatura por otros autores en Reino

Unido y Africa.

Figura 3-8. Distribucién ST de N. gonorrhoeae en Colombia.
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4. Capitulo 4. Discusion

Debido a que en nuestro pais esta establecido el manejo sindromico para el tratamiento
de las ITS, no se cultivan la totalidad de las muestras sospechosas de infeccién
gonocoécica y esto se ve reflejado en el bajo nimero de aislamientos enviados durante la
vigilancia con una recuperacion del 58,5% de los aislamientos, debido a la poca
viabilidad de N. gonorrhoeae en los medios de transporte. Ademas, N. gonorrhoeae es
un microorganismo de dificil crecimiento y necesita medios de cultivo y atmadsferas de
incubacién especificas para su recuperacion, lo que hace poco accesible el cultivo para
todos los laboratorios.

El tratamiento sindrémico es dirigido a una comunidad, no es individual, por lo tanto,
necesita del conocimiento acerca de los patrones de susceptibilidad en la region, que
paradojicamente se conocen con la realizacion de las pruebas de sensibilidad mediante
el cultivo. Este desconocimiento amenaza la resistencia y las fallas en el tratamiento.
adicionalmente con este tipo de tratamiento se dejan de lado todos los pacientes
asintébmaticos favoreciendo la diseminacion de la enfermedad y aumentando el riesgo

para contraer otras ITS en especial VIH.

Estos factores ocasionan el desconocimiento de la carga real de la enfermedad
gonocoécica, la incidencia y prevalencia sujetos a sesgos y limitaciones de acuerdo al tipo
de diagndstico utilizado. Si es clinico puede ser errobneo debido a la similitud en los
sintomas de varias patologias de transmision sexual, si el diagnostico es por laboratorio
depende del tipo de prueba utilizada, si se realiza cultivo éste puede ser afectado por la
labilidad del microorganismo o si se utilizan pruebas moleculares se podria detectar

mayor nimero de pacientes, pero no permitiria realizar las pruebas de susceptibilidad.

De acuerdo con los datos del Registro Individual de Prestacidon de Servicios de Salud

(RIPS) del afio 2009 a junio de 2014, en Colombia se atendieron 14.754 personas por
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infeccién gonocdcica y en ese mismo periodo se recibieron aproximadamente 351(2,3%)
aislamientos de N. gonorrhoeae en el programa de vigilancia del INS. De acuerdo con
esta informacién, es importante desarrollar estrategias para que cada vez se realice un
mayor niumero de cultivos para el diagndstico de este patdégeno y asi poder mejorar la

vigilancia de la sensibilidad antimicrobiana (32).

Es de resaltar el significativo nimero de aislamientos recuperados a partir de nifios y
nifias menores de 15 afios de edad, asi como también la alta tasa (61,65 x 100.000) de
Amazonas, comparado con Antioquia y Bogota con tasas de 0,84 y 0,79 x por 100.000
habitantes respectivamente; esto puede deberse al hecho de que sea una regién limitrofe
con poblacion de Brasil y Peru y al buen manejo del programa de vigilancia en el LSP de

Amazonas de esa region.

En los datos de la vigilancia por laboratorio, en Colombia, durante el periodo de 1983-
1993 se reportd la presencia de aislamientos productores de beta lactamasa en un 52%,
asi como una resistencia a penicilina y tetraciclina del 100% y 96% respectivamente
(13,14), lo cual confirma que la resistencia a estos antimicrobianos se establecié en
nuestro pais previamente a los afios 80. En este andlisis ningun aislamiento fue sensible
a la penicilina lo que significa que definitivamente no se debe utilizar como tratamiento lo

cual concuerda con la literatura reportada.

En paises latinoamericanos como Argentina, Chile, Pert y Uruguay se ha mantenido la
sensibilidad antimicrobiana a la espectinomicina, al igual que en este analisis y a
diferencia de lo reportado en Noruega en donde se hallé un aislamiento con altos niveles

de resistencia a la espectinomicina CIM >1.024 ug/mL (58).

En India se reportaron cepas con susceptibilidad disminuida a la ceftriaxona del 1,3%,
1,7% vy 5,5% durante los afios 2002, 2004 y 2006 respectivamente, al igual que en
Suecia, Austria y Australia, donde se han identificado las cepas de N. gonorrhoeae
caracterizadas como HO041, F89 y AB8806, que presentan resistencia no soélo a
ceftriaxona, sino a penicilina G, a ciprofloxacina, azitromicina (menos la A8806) y son
sensibles a espectinomicina. Este tipo de aislamientos no fueron encontrados en los 126

aislamientos estudiados en esta vigilancia (59).
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Las fallas de tratamiento con cefalosporinas de tercera generacion fueron reportadas
inicialmente en el afio 2007 con cefixime en Japdn y posteriormente con ceftriaxona de
pacientes con gonorrea en faringe, el reporte de estos fracasos de tratamiento se da en
paises desarrollados quiza porque la vigilancia es mejor llevada, pero se prevé gue sera
tan solo cuestion de tiempo para que los gonococos plenamente resistentes se
propaguen a nivel internacional convirtiéndose en una enfermedad intratable con mayor
prevalencia de complicaciones graves como las infecciones neonatales o infeccion
gonocécica diseminada. El aumento de la resistencia aumenta el costo para la sociedad
debido a infecciones prolongadas y mayor nimero de pacientes con complicaciones
como la infertilidad entre otras. Para buscar una salida a este inconveniente mundial la
OMS en el afio 2012 puso en marcha el plan de accion global para la deteccién temprana
de cepas resistentes emergentes y buscar una oportuna respuesta de salud publica para
prevenir y tratar la enfermedad gonocécica. En nuestro pais podriamos empezar por
mejorar la vigilancia, a través de la busqueda de estas cepas resistentes, tal vez
abordando grupos o poblaciones blanco mediante estudios centinelas en trabajadoras
sexuales y hombres que tienen sexo con hombres, ya que estas cepas han sido halladas
inicialmente en estos pacientes, para actuar oportunamente evitando la propagacioén (17,
60).

De acuerdo con la revision bibliografica, esta es la primera vez que en Colombia se
realiza la deteccion de betalactamasa tipo TEM en aislamientos de N. gonorrhoeae
PPNG, encontrandose una amplia circulacion de TEM-1 frente a TEM-135 al igual que en
un estudio de Inglaterra (61). TEM-135 ha sido reportada en diferentes areas geograficas
a nivel mundial (61 - 63). En este estudio los aislamientos de portadores de TEM-135
presentaron valores de resistencia a penicilina mayores que los aislamientos con TEM-1.
Cabe destacar que las enzimas TEM se encuentran codificadas en plasmidos lo cual
facilita su diseminacion. Adicionalmente un cambio en la cadena de amino&cidos de
estas enzimas puede cambiar el espectro de actividad haciendo que evolucionen de
enzimas TEM de amplio espectro a enzimas TEM de espectro extendido lo cual es
preocupante porque se puede generar resistencia a cefalosporinas de espectro extendido

que pueden ser consideradas dentro del tratamientos de eleccion para cepas PPNG (61).
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Este es el primer estudio de caracterizacidn genotipica para Neisseria gonorrhoeae,
hecho en Colombia, en donde se utiliza técnicas moleculares como PFGE y NG-MAST,
por lo tanto son los primeros datos obtenidos que si bien no reflejan la realidad del pais,
si nos proporciona informacion relacionada con los perfiles de resistencia ante la
emergencia mundial, tipo de clones circulantes y la relacion genética, estableciendo una
linea de base para posteriores estudios, y plantear la posibilidad de establecer una
vigilancia nacional molecular activa en Colombia, al quedar estandarizadas las diferentes

técnicas en el laboratorio nacional de referencia.

En Italia se encontré un porcentaje de multiresistencia de 10,2% el cual mostré un perfil
de PFGE idéntico y todas las cepas contenian el ST 661. En este estudio se evidencio
una multiresistencia similar de 11,11% sin embargo la PFGE los agrup6 en 3 cluster C, F
y H'y no se encontré un ST comun (64).

Algunos estudios han evidenciado la asociacién entre el fenotipo de resistencia 'y el NG_
MAST (65) otros por el contrario no lo han encontrado al igual que en este estudio (66),
sin embargo, es de anotar que no todos los aislamientos fueron probados con el NG-
MAST y posiblemente el bajo numero probado no es suficiente para lograr establecer

esta asociacion.

El mayor niumero de ST nuevos fue establecido en Amazonas, el departamento con la
mayor tasa de ataque (61,65 x 100.000) al cual pertenecian el mayor numero de
aislamientos del patrén sensible y tan solo se encontré 1 aislamiento con multiresistencia,
esto quizd pueda deberse al alto porcentaje de poblacién indigena a los que se les
dificulta la interaccién con las ciudades principales y lo hacen con otras comunidades y

regiones de restriccion geografica y que solo ellos frecuentan.

Neisseria gonorrhoeae es un microorganismo patégeno no-clonal, altamente
transformable, adepto a la adquisicion de ADN desde microorganismos estrechamente
relacionados que comparten su habitat. Esta habilidad del gonococo para adquirir ADN y
su condicidn intrinseca de alta variabilidad genética conllevan regularmente a cambios en
el fenotipo y genotipo del microorganismo (O’Rourke y Spratt, 1994). Los datos obtenidos

mediante la técnica NG_MAST presumen esta alta variabilidad genética al no
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encontrarse ningun ST predominante sin embargo es necesario analizar la totalidad de
los datos obtenidos, estos mismos resultados han sido reportados previamente en paises

como Australia (66).

Aunque en Colombia existe una vigilancia por laboratorio desde hace mas de dos
décadas gracias a la cual se ha podido realizar este estudio, se hace necesario fortalecer
los laboratorios de salud publica y demas instituciones que conforman la red nacional de
laboratorios en cuanto a mejorar los métodos diagnosticos, asi como crear alternativas
para el Optimo transporte de los aislamientos, asegurando su viabilidad hasta su

recuperacion en el laboratorio de referencia.

El aumento en el nimero de casos de gonorrea ocurridos en viajeros, refugiados y
migrantes ha sido reportado por varios autores, El 28% de casos de gonococia en
Espafia se detectaron en inmigrantes procedentes de areas con altos niveles de
resistencia a macrélidos (30%) y cefalosporinas (20%) suponiendo un peligro de
diseminacion de cepas de N. gonorrhoeae de dificil tratamiento (67). Aunque en
Colombia no hay datos especificos sobre los casos presentados en este tipo de
poblacién, cuando se revisaron las cifras de Migracién Colombia se encontré que el
fendbmeno de la inmigracion ilegal esta disparado, especialmente de asiaticos, y que
Colombia se consolida como un pais de transito para estos ciudadanos, como ocurre
también para Bangladesh y Nepal. Migrantes viajan desde Asia o Europa hacia Brasil,
pais que no les exige visado. Desde alli, empiezan a viajar en una travesia hasta

Ecuador o Venezuela para ingresar a Colombia por Ipiales o La Guajira.

Es asi como hoy en dia viven en Colombia extranjeros en condicion de refugiados, es
decir, de personas que huyen de su pais de nacionalidad o residencia a causa de un
temor fundado de ser perseguidas por motivos de raza, religion, nacionalidad, opinién

politica o pertenencia a un determinado grupo social.

Durante el afio 2010 128.655 personas dejaron Espafia y cada afio se marchan medio
millébn de personas huyendo de la crisis que golpea este pais con tasas de desempleo

estimadas en 22,7 para el afilo 2011; se estima que 500.000 ciudadanos venezolanos
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salen cada afio en busca de seguridad politica, econdmica y juridica algunos de los

cuales también llegan a Colombia huyendo de la inflacién (25,4%)

La entidad que se encarga de atenderlas es la Oficina de las Naciones Unidas para los
Refugiados, Acnur, en cuyas dependencias hay registros de refugiados de todas partes
del mundo. Desde perseguidos durante la Segunda Guerra Mundial hasta quienes huyen
del régimen cubano. A muchos de ellos se los encuentra cada vez que, por algin motivo,
debe acudir a las oficinas de Acnur en Bogota. En Colombia trabaja en cooperacién con
la Cancilleria y el Secretariado Nacional de Pastoral Social. Por su caracter de organismo
internacional y por mandato de la Convencion de 1951 sobre el estatuto de los
refugiados, tiene un rol de supervision sobre esta materia (68).

En Colombia mas de 3 millones de personas han sido desplazadas por el conflicto
armado interno, con un evidente impacto en todos los ambitos sociales. El
desplazamiento forzado por la violencia constituye el factor mas importante en la
migracion interna, con una cifra acumulada de 4.667.942 de personas desplazadas Se
estima que 3.378.345 colombianos residen en el exterior, especialmente en Estados
Unidos (35%), Espafia (23%) y Venezuela (19%) (69).

A pesar de un alto grado de afiliacion al Sistema General de Seguridad Social en Salud,
en Colombia persisten barreras para el uso pleno del derecho a la atencién de salud por
parte de las poblaciones rurales dispersas, con menor instruccion, indigenas y personas
en situacion de desplazamiento forzado. La Ley 1438 de 2011 ofrece la oportunidad de
hacer mas equitativo el sistema de salud y retoma la atencién primaria como estrategia

nacional.

Sin duda todos estos eventos facilitan la transmisiéon de la infeccion y por lo tanto de
cepas probablemente multirresistentes. Por lo tanto, se requiere un programa integrado
de educacion, diagndstico y tratamiento de las poblaciones de refugiados y migrantes
para el control de enfermedades de transmision sexual en estos grupos. No hay
suficiente conciencia de los riesgos de infeccion por enfermedades de transmision sexual
entre los médicos que trabajan en atencion al viajero. La mayoria de los programas para

los viajeros se dirigen al SIDA. Se necesita un nuevo enfoque para promover la salud
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sexual en los viajeros, a través de la educaciéon sobre el comportamiento seguro, asi

como una conciencia sobre la responsabilidad por parte del paciente (26).

Es necesario incrementar la gestion por parte del Estado, en las politicas publicas, para
desarrollar estrategias para mejorar el diagnéstico y la vigilancia de la gonorrea, como la
integracion entre los programas de vigilancia epidemiolégica y vigilancia por laboratorio a
nivel nacional, lo que permitiria obtener una informacion mas robusta para la toma de

decisiones.






Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

La vigilancia por laboratorio de las ITS en Colombia esta limitada a tan solo algunas
regiones que son las que participan activamente con el envio de los aislamientos al
laboratorio de referencia. Adicionalmente se observa un bajo nimero de cultivos y una
baja recuperacion de estos debido a su labilidad y problemas con el tiempo de
transporte.

Neisseria gonorrhoeae afecta principalmente hombres entre 15 y 34 afios de edad, sin
embargo, en las mujeres se encontrd una afectacion representativa en las nifias entre 1

y 9 afios.

En este estudio no se encontré ningun aislamiento sensible a penicilina y la sensibilidad
a tetraciclina fue tan solo de (4,8%). En cuanto a ciprofloxacina apareci6 la resistencia
en el afio 2006 segun la vigilancia por laboratorio y para nuestro periodo de estudio esta
alcanza una resistencia del 29%. El 11,11% de los aislamientos fueron resistentes a
estos tres medicamentos. Para los otros tres antimicrobianos estudiados (Azitromicina,
Espectinomicina y Ceftriaxona) no se encontro resistencia, lo cual sugiere que se debe
seguir con la vigilancia y realizar basquedas quiza en poblaciones de riesgo. El fenotipo
mas frecuente fue el PPNG con un 26,98% encontrado en 6 departamentos, sin
embargo 9 de los 10 departamentos presentaron aislamientos productores de

Betalactamasa combinados con otro tipo de fenotipo.

La prueba de PFGE agrupd los 126 aislamientos en 17 clusters, siendo el mas comun el
A con 19 cepas la mayoria productoras de penicilinasa y circulantes en la mitad de los

departamentos participantes.
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Los aislamientos probados por la técnica de NG- MAST no mostraron clonalidad, No se
encontrdé asociacion entre estas dos técnicas talvez por el bajo nimero de aislamientos
estudiados mediante NG-MAST. El 65% de los ST no han sido reportados adn en la

base de datos global, la mayoria encontrados en Amazonas.

Como podemos concluir, estamos frente a un gran problema de salud publica y este
estudio tan solo refleja la punta del iceberg en cuanto al desconocimiento real del
problema por infra diagnéstico, multiresistencia lo cual para lograr controlar se requiere
de una estrategia compleja multidisciplinaria integrando educacion, campafas de
prevencion y promocién de practicas sexuales mas seguras, mejora en los métodos
diagndsticos basados en las pruebas de sensibilidad, tratamiento oportuno y eficaz
asegurando la disponibilidad de los medicamentos y una vigilancia nacional de Neisseria
gonorrhoeae, concertada con organismos nacionales e internacionales con la
participacion de los servicios nacionales de salud publicos, privados y la comunidad de

investigacion.

Recomendaciones

Fortalecer la vigilancia nacional, ampliando la cobertura a los departamentos que aun no

participan.

Desde el laboratorio de referencia garantizar la calidad del diagnéstico y de las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana, mediante la capacitacion continua a los profesionales de

los laboratorios departamentales y pruebas de control de calidad directas e indirectas.

Elaborar informes de laboratorio, clinicos y epidemiolégicos sobre la vigilancia de la
resistencia de éste patégeno asegurando la comunicacion de los resultados al clinicoy a

las personas que prescriben antimicrobianos.
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Emitir recomendaciones a los pacientes, la comunidad en general y personas que
prescriben y dispensan antimicrobianos para contener la resistencia de N. gonorrhoeae

en nuestra region.

Declarar prioridad nacional la contencion de la resistencia a los antimicrobianos, con
politicas de salud claras, compromiso de entender, detener la problematica y designar
autoridades y responsabilidades con la creacién de un grupo intersectorial nacional, que
disponga de recursos y que se exija la receta médica para obtener medicamentos

antimicrobianos.

Elaborar y Actualizar constantemente las pautas nacionales sobre el uso adecuado de
antibioticos, la guia de tratamiento de ITS debe ser revisada anualmente para ser
ajustada segun los datos proporcionados por la vigilancia nacional.

Establecer medidas para lograr vigilar los departamentos que carecen de informacion,
con el planteamiento de sitios centinela o regionales que actien como centros de
recoleccion de aislamientos, o laboratorios de referencia los cuales luego envien los

aislamientos al nivel nacional.

Realizar un estudio mas robusto en el departamento de Amazonas, debido a los
importantes hallazgos obtenidos en el presente estudio para lograr establecer la

situacion real de la region.

Elaborar un protocolo de vigilancia epidemioldgica para establecer las acciones claras
asegurando que se realice el seguimiento a las fallas de tratamiento y a las

reinfecciones con el fin de evitar la propagacion especialmente de las cepas resistentes.

Elaborar un sistema de deteccion oportuna ante la aparicion de los aislamientos con
susceptibilidad disminuida o resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y tener
un plan de accién para lograr la contencion inmediata y asi evitar la propagaciéon de

estas cepas.

Establecer medidas para que la informacion llegue a toda la poblaciébn mediante

panfletos, hoja informativa o volante en donde se describa claramente el problema
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principalmente de la resistencia antimicrobiana producida por este microorganismo y se

establezcan las medidas de control.

Emitir una circular por parte del Instituto Nacional de Salud en conjunto con el Ministerio
de Proteccion Social dirigida a Secretarios de Salud Departamentales y Distritales,
Instituciones Prestadoras de Servicios de Salud y Entidades Administradoras de Planes
de Beneficios, en donde se establezca un lineamiento nacional para el fortalecimiento
del control de la resistencia antimicrobiana de Neisseria gonorrhoeae en donde se Inste
a los profesionales de la salud a hacer un uso racional de los antibiéticos, fortalecer las
acciones de promocién del uso adecuado del condén y prevencién de las infecciones de
transmision sexual, asegurar que se utilicen las guias de practica clinica vigentes,
promover el cultivo en todos los casos de fallas de tratamiento y establecer unos sitios
centinelas con el fin de conocer la incidencia real de la enfermedad y continuar con

estudios moleculares y de susceptibilidad antimicrobiana.

En investigaciones futuras se hace necesario procesar mediante la técnica de NG-MAST
la totalidad de los aislamientos debido a la alta variabilidad de los genes para lograr

establecer el ST circulante en el pais.
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