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OBJETIVOS DE LA GUIA

Describir los lineamientos y el proceso de vigilancia por laboratorio de Neisseria
gonorrhoeae.

Establecer los procesos de obtencidn, conservacion y transporte de las muestras
para la deteccion de Neisseria gonorrhoeae.

Describir los fundamentos técnico-cientificos de los métodos de ensayos empleados
para el diagndéstico por laboratorio de Neisseria gonorrhoeae.

ALCANCE

El presente documento es una guia para la vigilancia por laboratorio de Neisseria
gonorrhoeae de los métodos utilizados para la identificacion y caracterizacion
fenotipica en el laboratorio nacional de referencia del Instituto Nacional de Salud.

DEFINICIONES, SIGLAS ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
Definiciones

Infeccion gonococcica diseminada: La infeccidbn gonocdcica diseminada (IGD),
también conocida como sindrome artritis-dermatitis, se produce por diseminacion
de la bacteria Neisseria gonorrhoeae al torrente sanguineo a partir de una
membrana mucosa. Ocurre en el 0,5-3% de los casos. La menstruacion, el
embarazo, la cirugia pelviana y el uso de dispositivos intrauterinos son factores
predisponentes para el desarrollo de IGD, asi como también el déficit congénito o
adquirido de componentes del complemento sérico.

Proteina Opa. Proteina de membrana externa que actla en la adhesion e invasion
gonocdccica confiere opacidad a las colonias que las producen. Estas moléculas
proteicas, también conocidas como P.II, fueron las primeras en identificarse como
invasinas gonococcicas y como ligandos capaces de unirse a los azlcares de los
lipooligosacaridos pertenecientes a otras células de N. gonorrhoeae, lo que resulta
esencial en la formacién de microcolonias
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Multirresistencia: se define como la no susceptibilidad adquirida por lo menos a un
agente antimicrobiano en tres o mas categorias antimicrobianas

Vigilancia por laboratorio: Es un sistema basado en la notificacion periodica y
sistematica de la informacion generada por los laboratorios clinicos, salud publica y
por los laboratorios de referencia, los cuales constituyen una red de la declaracion
obligatoria o voluntaria.

Siglas, abreviaturas y acrénimos

TM: Agar Thayer Martin

A. Ch: Agar Chocolate

CIM: Concentracién Inhibitoria Minima

LSP: Laboratorio de Salud publica

LSPD: Laboratorio de Salud publica Departamental y del Distrito
PCR: Sigla en inglés de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

1. GENERALIDADES

1.1Agente etiolégico

Neisseria gonorrhoeae es uno de los principales agentes etiol6gicos causantes de
infecciones de transmision sexual. Es un diplococo Gram negativo, intracelular,
inmovil, catalasa y oxidasa positivos, aerébicos y/o anaerobios facultativos;
generalmente se disponen en pares, dando la apariencia de rifidbn o de grano de
café y carece de capsula. La 6ptima temperatura de crecimiento oscila entre 35- 37
°C a una atmosfera de CO:2 entre 5 - 10% (concentraciones menores inhiben el
crecimiento del microorganismo), el pH adecuado para el crecimiento se encuentra
entre 7,2- 7,6. Cuando N. gonorrhoeae se expone al aire del ambiente, a
condiciones de desecacion, luz ultravioleta, sales de plata, fenol y calor humedo a
55 °C tienden a la autolisis. Estos microorganismos son reconocidos como
fastidiosos y en algunos casos, requieren de la adicion a los medio de cultivo, de
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sangre, suero, colesterol o acido oleico para contrarrestar la presencia de
sustancias inhibidoras como los acidos grasos.

1.2 Modo de transmision

Neisseria gonorrhoeae es el agente etiolégico de la gonorrea o blenorragia
considerada como una de las infecciones desde el punto de vista de salud publica
y es la mas comun de las enfermedades bacterianas trasmitidas por contacto
sexual. También puede ser trasmitida desde el tracto genital al recién nacido,
durante el parto, produciendo oftalmia neonatal y enfermedad sistémica en el recién
nacido. El periodo de incubacién es generalmente de 2-8 dias. En las mujeres, el
sitio mas comun de la infeccion es el cuello uterino que se manifiesta como una
endocervicitis y uretritis, que puede llegar a complicarse en enfermedad pélvica
inflamatoria; en hombres causa uretritis anterior. Muchos factores influencian la
manera por la cual el gonococo expresa la virulencia y la patogenicidad, siendo uno
de ellos las fimbrias que componen la superficie externa; la bacteria se adhiere a
las membranas mucosas por medio de la pilina, que interviene en la adhesion inicial
a las células humanas no ciliadas como el epitelio vaginal, trompa de Falopio,
cavidad oral y es uno de los factores de virulencia principal, que contribuye a la
resistencia, pues previene la fagocitosis de la bacteria por los neutrdéfilos. N.
gonorrhoeae tiene 3 a 4 genes para las proteinas de opacidad (OPA), localizadas
en la membrana exterior de la bacteria y llamadas asi porque, le dan una apariencia
opaca a las colonias bacterianas y estas proteinas aumentan la adherencia entre el
gonococo Y los fagocitos promoviendo la invasién hacia las células del huésped
disminuyendo la respuesta inmune.

En hombres y mujeres la infeccion diseminada puede producir el sindrome artritis—
dermatitis con dolor articular y que progresa a una artritis séptica que compromete
principalmente la rodilla como sitio de la artritis gonocéccica purulenta.

Neisseria gonorrhoeae ha adquirido resistencia a penicilina y tetraciclina y la
recomendacion es usar cefalosporinas de amplio espectro o azitromicina para su
tratamiento.
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1.3 Prevencién

La prevencion de la infeccion se lleva a cabo teniendo relaciones sexuales seguras
y la utilizacion de preservativos.

2. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO:

2.1 Bioseguridad

* Realizar todo el procedimiento en cabina de bioseguridad clase Il, garantizando
los procesos de verificacion y certificacion de las mismas. Usar los elementos de
proteccion personal o bioseguridad (batas desechables, gafas de proteccion y
mascarillas o tapabocas). Se debe tener en cuenta que las muestras clinicas y los
fluidos corporales pueden ser positivos para el virus de la hepatitis B, VIH, u otros
agentes patdgenos de transmision sanguinea, e inclusive como Mycobacterium
tuberculosis.

* En el interior de la cabina de bioseguridad se debe contar con esferos y
marcadores de uso exclusivo en la cabina. Verificar el guardian para descartar
material corto punzante como recipientes adecuados para el descarte de puntas
plasticas y asas desechables.

» Usar guantes de latex o nitrilo durante todo el procesamiento de la muestra. El
personal de laboratorio se debe quitar los guantes cuando estos se contaminan por
derrames, salpicaduras o cuando se ha terminado el trabajo con material infeccioso.
No se deben utilizar guantes fuera del laboratorio. No se debe utilizar el teléfono ni
abrir las puertas con guantes utilizados en pruebas de laboratorio. El personal de
laboratorio se debe lavar las manos inmediatamente después de haberse quitado
los guantes.

* Al iniciar y terminar el proceso se deben limpiar las superficies y los equipos con
hipoclorito de sodio diluido en agua al 1% (1:100), luego con alcohol isopropilico al
70%, para inactivar el cloro y evitar la corrosion de la superficie; cuando se
presenten derrames limpiar con hipoclorito de sodio al 10% (1:10).

8 de 22
Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia —
Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704 i& R
correo electronico: contactenos@ins.gov.co
Pagina web: www.Ins.gov.co 2

Linea gratuita nacional: 018000 113 400



INSTITUTO ol |y -
gk‘fl‘}g‘\“ RE ‘Bl csdetodos = Mnsald

2.2. Para el embalaje de las muestras o aislamientos deben etiquetarse como
sustancia biologica Categoria B UN 3373.Toma de muestras

Ante un caso sospechoso de infeccion por Neisseria gonorrhoeae y conociendo que
este microorganismo puede causar infeccidon en otros sitios del cuerpo, la toma de
muestra depende del sexo y de la practica sexual de los pacientes, asi como de la
presentacion clinica (ej: orofaringe, recto). En todos los casos, muestras del area
genital, (uretra en los hombres y cuello uterino o endocervix en las mujeres), deben
ser recolectadas. En casos sospechosos de infeccion gonococcica diseminada,
cultivos de sangre y muestras del area genital como extra genital, deben ser
tomadas.

Las muestras deben ser recolectadas con escobillones de dacron o de rayon,
(algunos lotes de escobillones de alginato de calcio pueden ser toxicos para ciertas
cepas de gonococos). Igualmente sucede con los escobillones de algodon, que, por
su contenido de &cidos grasos, puede inhibir el crecimiento del gonococo.

En las mujeres siempre y cuando no estén embarazadas, se debe utilizar espéculo,
con el fin de tomar examenes directos para Gram, tanto del cuello uterino
(endocervix), como del tracto vaginal (fondo de saco), recolectados con diferentes
escobillones.

La muestra para cultivo se tomara con el escobillén que viene en el empaque del
medio de transporte con carbén activado o en el medio E-swab que hace parte de
los insumos del equipo automatizado para la siembra de muestras. Una vez tomada
la muestra, debe enviarse la lamina portaobjetos con ambos extendidos (endocervix
y fondo de saco), asi como el medio de transporte para cultivar en el laboratorio de
microbiologia. Ver figura 1.

En el caso de los hombres la muestra se debe tomar con un escobillon delgado,
plastico, como el utilizado para la toma de muestras de nasofaringe, directamente
de la uretra, introduciendo el escobillon entre 1 a 2 centimetros de profundidad y
rotandolo suavemente en el momento de retirarlo; colocarlo en el medio de
transporte con carbdn activado o si se cuenta con el equipo automatizado para
siembra de muestras, en el tubo del medio de transporte correspondiente. Sin
embargo, la maxima recuperacion del gonococo se obtiene sembrando las muestras
directamente en el medio de cultivo. Repetir el procedimiento con otro escobillén de
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las mismas caracteristicas, con el fin de realizar el extendido en ldmina portaobjetos
para la coloracion de Gram, herramienta Unica con que se cuenta para realizar el
diagnostico de infeccion por gonococo, en el caso de que el paciente hubiera
tomado antibi6tico antes de la toma de la muestra, lo que incide directamente, en la
inhibicién del crecimiento bacteriano en cultivo. Ver figura 2

Figura 1. Toma de muestra de secrecion vaginal en mujeres:

Espéculo

’ Endocervix 4——©

) o Fondo de
saco < —
- vaginal

3 Cérvix Limlﬁa con
- <3 células

Observe como la primera muestra se toma del endocervix y la segunda del fondo
del saco vaginal.
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Figura 2. Toma de muestras de secrecion uretral en hombres

2.3. Transporte de la muestra.

* Medio de transporte AMIES con carbén activado o medio E-swab (equipo
automatizado para siembra de muestras)

* La muestra (si es por recoleccion de la secrecidon en escobillén), una vez
recolectada en el medio de transporte, debe ser trasladada a temperatura ambiente
al laboratorio de Microbiologia.

* Remitir la muestra al laboratorio, una vez sea recolectada, preferiblemente en
medio de transporte. En caso de tratarse de un liquido sinovial sembrar de
inmediato.

* No refrigerar

* Rotular la muestra (secrecidn vaginal, uretral, orofaringe, recto, liquido sinovial o
sangre) con informacién demografica (nombre, edad, documento, sexo) fecha, hora
y especificar sitio de recoleccion.

* Procesar la muestra en el menor tiempo posible para evitar pérdida de viabilidad
de la cepa.
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¢ Una vez llega la muestra en medio de transporte, sembrarla en medio selectivo
de agar Thayer Martin Modificado.

En el laboratorio del hospital realizara coloracion de Gram y cultivo de las muestras;
informando al médico sobre los resultados presuntivos del examen directo y de los
cultivos para que lo orienten a una atencion temprana dirigida hacia un tratamiento
antimicrobiano adecuado, tomando las medidas profilacticas necesarias. Ver figura
3.

Nota: el uso de la cabina de bioseguridad evitara la contaminacién de la muestra y
protegerd al profesional que manipulé las muestras.

A partir del crecimiento bacteriano recuperado en agar Thayer Martin o en agar
chocolate suplementado en una atmosfera de 5% - 10% de CO2 a 36 £ 2°C y
incubando de 18 a 24 horas. Realizar las pruebas bioquimicas correspondientes
para la identificacion del agente etiologico. Ver figura 4.

2.3.1. Equipos, materiales, reactivos y medios de cultivo

» Cabina de bioseguridad

* Microscopio con lente de magnificacion 100X.

* Incubadora 35 — 37°C con atmosfera de 5 - 10% de CO2.

* Colorantes para Gram

* Aceite de inmersién

 Asas bacteridlogicas desechables plasticas o asa de metal.
» Guardian para descartar asas plasticas desechables

* Agar Thayer Martin Modificado

* Agar Chocolate

2.4 Procedimiento

2.4.1 Coloracion de Gram

* Fijar muestra en lamina con mechero (2 a 3 pases por la llama).
* Colorear extendido en lamina con técnica de Gram.
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* La observacion de cualquier numero de diplococos Gram negativos, ya sea
intracelulares o extracelulares, debe ser informado inmediatamente al médico
tratante con el fin de dar inicio al tratamiento antimicrobiano.

2.4.2 Cultivo

Dia 1

» Sembrar la muestra a partir del medio de transporte en agar Thayer Martin
modificado y/o agar chocolate dependiendo del sitio de toma de muestra.

Dia 2

* Examinar la placa a las 24 horas para detectar evidencia macroscopica de
desarrollo bacteriano. En caso negativo incubar nuevamente la placa por 24 horas
mas.

* Realizar coloracion de Gram, prueba de catalasa en lamina portaobjetos y prueba
de oxidasa de las colonias sospechosas en placa de agar chocolate.

* La observacion microscopica de diplococos Gram negativos intracelulares y la
presencia de colonias pequefias sospechosas de Neisseria gonorrhoeae., debe ser
informada via telefonica al médico tratante.

* A partir del subcultivo en estria, seguir la identificacién confirmatoria por medio de
la produccion de acido a partir de la fermentacion de azucares como son: glucosa,
maltosa, lactosa, fructuosa y sacarosa, (Neisseria gonorrhoeae solamente producira
acido a partir de glucosa), o identificar por medio de métodos automatizados para
identificacion de microorganismos sospechosos de ser Neisseria gonorrhoeae. Ver
figura 3.

En caso de un examen directo positivo (coloracion de Gram), con cultivo negativo a
las 24 horas, incubar nuevamente la placa por lo menos 2 dias mas y observar
diariamente.

2.5. Envio, embalaje y transporte de aislamientos bacterianos procedentes
de muestras de secrecion uretral, flujo vaginal y liquido sinovial.

2.5.1. Aislamientos bacterianos

Los aislamientos bacterianos de N. gonorrhoeae recuperados de fluidos corporales
estériles (liquido sinovial, sangre, etc.), asi como de secrecion uretral o flujo vaginal,
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deben ser enviados en medio de transporte Amies con carbon activado, Uutil
especialmente para el envio de patégenos de dificil crecimiento o labiles,
cumpliendo las indicaciones de la figura 3.

* A partir de un cultivo puro de 24 horas de incubacion a 36 + 2°C en atmédsfera de
5% COz2, recoger todo el crecimiento con el escobillon que trae el medio de
transporte, introduzca el escobillén dentro del medio de transporte ajustandolo muy
bien e identifique el aislamiento con los siguientes datos: nombre del paciente,
historia clinica y fecha de recogida del aislamiento.

* Temperatura de envio: temperatura ambiente entre 18 y 25°C.

* El tiempo maximo para ser recibido en el INS después de recogido el aislamiento
es de 24 hasta maximo 48 horas.

* El transporte debe cumplir con las condiciones minimas de bioseguridad para
reducir los posibles riesgos de contaminacion. Las cepas deben estar en triple
embalaje marcadas como categoria B, cumpliendo la normativa IATA y rotuladas
con etiguetas que identifiquen la presencia de sustancias infecciosas.

» Estos aislamientos bacterianos de N. gonorrhoeae, deben ser enviados al
Laboratorio de Referencia Nacional (Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud) a través del Laboratorio de Salud Publica departamental o distrital
correspondiente, siguiendo el flujo de informacion de la Red Nacional de
Laboratorios, (ver figura 5 Flujo de informacion de la Red Nacional de Laboratorios).
* El Laboratorio Nacional de Referencia (Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud) realizara la confirmacion y pruebas de sensibilidad
antimicrobiana de los aislamientos bacterianos de N. gonorrhoeae, enviados a
través de la red nacional de laboratorios de acuerdo con los parametros
establecidos en el manual de procedimientos.

2.5.2. Documentacién requerida

. Oficio remisorio con la solicitud.

. Formato de envio de aislamientos de N. gonorrhoeae, segun corresponda.
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Figura 3. Métodos de laboratorio empleados para el diagnéstico de N.
gonorrhoeae
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Figura 4. Identificacion de Neisseria gonorrhoeae
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3. CONTROL DE CALIDAD

El Grupo de Microbiologia realiza la Evaluacion Externa del Desempefio en
Bacteriologia y Resistencia a los Antimicrobianos EED-B-RA como control de
calidad directo y de forma indirecta con el envio de los aislamientos de las muestras
positivas y sospechosas que se procesen en los Laboratorios de Salud Publica
Departamental y del Distrito.

4. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE Neisseria gonorrhoeae

La vigilancia por laboratorio de aislamientos de N. gonorrhoeae, permite realizar
seguimiento de la circulacion de microorganismos, su perfil de sensibilidad
antimicrobiana y el conocimiento del impacto del uso de los antibiéticos, a través de
la adquisicion paulatina de resistencia a varias familias de antibi6ticos, para este
microorganismo, propendiendo de esta manera en el adecuado abordaje
terapéutico, para la proteccion de la salud individual y colectiva. A pesar de que trata
de una vigilancia pasiva voluntaria es la metodologia actual para ampliar el
conocimiento de la circulacion de este patdégeno, su impacto en la salud publica y el
fortalecimiento en la capacidad de deteccion en los laboratorios de microbiologia a
nivel nacional.

5. ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS
(RNL) PARA EL EVENTO

5.1. Funciones del Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)

Dentro de las funciones enmarcadas en la vigilancia por laboratorio del evento se
encuentran:

. El Grupo de Microbiologia realizara la confirmacion a nivel de género y especie y
sensibildad antimicrobiana de los aislamientos de N. gonorrhoeae obtenidos de
muestras, que sean enviadas por los LSPD del pais.

. Apoyar a los LSPD con asesoria técnica, medios de transporte y medios de cultivo
enriquecidos y selectivos, cuando se presenten casos sospechosos, si es necesario.
. Realizacién de la Evaluacién Externa del Desempefio en Bacteriologia y Resistencia

a los Antimicrobianos EED-B-RA.
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. Fortalecer la red nacional de laboratorios para la identificacién de N. gonorrhoeae a

través de capacitaciones o supervisiones técnicas.

5.2. Funciones del laboratorio de Salud Publica Departamentales y Distritales

. Recibir, confirmar y remitir al Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud
los aislamientos de N. gonorrhoeae obtenidos de muestras, junto con el formato
totalmente diligenciado.

. Mantener los aislamientos recuperados hasta recibir el resultado por parte del INS
de la viabilidad del microorganismo. Participar en la Evaluacion Externa del
Desempefio en Bacteriologia y Resistencia a los Antimicrobianos EED-B-RA.

. Mantener una base de datos actualizada con los aislamientos recibidos y de los
resultados, luego del procesamiento de los mismos.
. Retroalimentar los resultados de los casos a las IPS, direcciones locales y

departamentales de salud, para realizar las acciones necesarias con el paciente y
ajustar los casos en el sistema de vigilancia.

5.3. Funciones de los laboratorios publicos y privados o referentes para el
evento a nivel municipal y/o local segun corresponda

. El laboratorio clinico debe asegurar que la muestra haya sido tomada correctamente
por personal idoneo y capacitado para tal fin; procesar la muestra de acuerdo con el
protocolo establecido, asegurandose de guardar el excedente de muestra o de ser
posible un duplicado para posibles eventualidades para tener la posibilidad de
confirmar resultados o realizar pruebas adicionales.

. En el caso de obtener crecimiento del patégeno perteneciente a la vigilancia por
laboratorio, debe identificarse mediante las pruebas diagnosticas establecidas,
remitirlo en el medio de transporte de AMIES con carbdén activado y acompafiarlo
del formato completamente diligenciado.

. De ser necesario, pueden solicitar apoyo técnico a las autoridades locales,
departamentales o nacionales, prestando toda la colaboracion y poniendo a
disposicion la informacién necesaria.
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. Capacitar y actualizar permanentemente a los profesionales de la salud en el
diagndstico y vigilancia de casos de N. gonorrhoeae.
. En caso de que se necesite apoyo diagndstico, el laboratorio debe enviar el

aislamiento al LSPD con la informacion pertinente.

Figura 5 Flujo de informacién de la Red Nacional de Laboratorios

Laboratorio <
Clinico- IPS

A

Aislamientos
N. gonorrhoeae v

A

Laboratorio de Salud Publica
Distrital o Departamental

A 4

Grupo de Microbiologia- INS
Laboratorio Nacional de » Resultados
Referencia
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