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INTRODUCCION

La Gonorrea es una enfermedad que permanece est
blecida endémica y epidémicamente en varias regiones
del mundo, incluyendo a a nuestro medio, esto a pesar
de los amplios y extensos esfuerzos de que se disponen
CLTY

La forma en que se diagnostica en nuestro medio e
en base a Historia Clinica, por Frote de Gram. dejando
en Gltima instancia al cultivo de Thayer-Martin.

El objetivo principal de esta investigacidn fue e
de ver la eficacia de una nueva prueba diagnéstica e
nuestro medio, para detectar mas radpida y eficazmente
la Gonorrea. A esta prueba se le conoce como "Test de
lisado de los amebocitos del Limulus polyphemus" o Tes
LAL 50, el cual se caracteriza por detectar endotoxina
en los microorganismos Gram Negativos exclusivamente.

En estudios realizados anteriormente se ha compro
bado que es tan efectivo o mds que el Frote de Gram e
la deteccidn temprana de Gonorrea, a pesar de no ser e
pecifico para la misma.(17). )

En el presente estudio se tomaron un total de 100
casos, obtenidos en dos centros de control de venereas
de la capital, tomidndose pacientes de mabos sexos, ent:
los 15 y 35 afios de edad, los cuales presentaron sin-
tomatologia o caracteristicas de Gonorrea. Ademids  di
tomdrseles la muestra para la prueba LAL, se les tomd
también muestras para realizar Tincidn de Gram y Cult:
vo de Thayer-Martin, para su comparacidn y confiabili-
dad, efectuando estos en el laboratorio de la Direccibr
General de Servicios de Salud.



DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

El presente estudio se realizd en los centros de -
Salud No. 2 y Dispensario Municipal No. 3, en el horario
que estas tienen para el control de venereas en la capi
tal, Se tomaron un total de 100 casos, entre los meses
de octubre de 1983 a enero de 1984,

Se tomaron pacientes de ambos sexos, entre los 15
y 35 afos de edad, los cuales presentaron sintomatolo--
gfa o caracteristicas de gonorrea a la breve historia -
clinica que se le efectud, clasificados previamente por

el personal médico de dichos centros, luego de este se

les tomaron muestras para efectuar cultivo de Thayer -
Martin, test LAL y frote de Gram, en su orden. Luego -
de tomadas estas se llevaron al laboratorio de la -
D.G.5.S., para su estudio y procesamiento. En este estu
dio se seleccionaron a los pacientes que no habian reci
bido tratamiento a la consulta, y que no tuvieran mis
de 8 dfas de temer los sintomas.

Este trabajo evaliio la eficacia del test LAL, para
diagnésticar mds ripida y eficazmente la gonorrea, com
parandolo con el frote de Gram y el cultivo de Thayer-
Martin, pruebas tradicionales para la misma.

El uso del test LAL ha venido en aumento desde --
1964, en que se demostrd que la sangre del Cangrejo -
Limwbus polyphemus se ponia firme, en la presencia de -
endotoxinas producidas por los microorganismos Gram ne-
gativos exclusivamente. (3)

Es por ello el inter&s que representd ver en nues-
tro medio por primera vez como actuaba esta nueva prue-
ba y su utilizacidn para detectar tempranamente la --—
gonorrea, exponiéndose los resultados mis adelante.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

GONORREA (BLENORRAFIA, PURGACION)

Es una inflamacifn de la mucosa de la uretra ante-
rior o posterior y vias genitales. (7,11)

Es la enfermedad venérea mds frecuente y una de las
mads frecuentes de todas las enfermedades. Esta es pro-
ducida por la Nedlsseria gonotthoeae (Neisser 1879) di
fundida por todo el mundo. El reservorio de g&rmenes -
es el hombre enfermo. La transmisidn tiene lugar en
adultos mediante las relaciones sexuales, la puerta de
entrada son las mucosas urogenitales, pero tambi&n se
pueden afectar a los ©Organos internos, asi en la afec
cidn blenorrédgica crénica pueden producirse metastisis
a distancia por siembra hematdgena. (12)

La gonorrea es una enfermedad de transmisidn -
sexual, como indice ha aumentado a nivel mundial a pro-
porciones alarmantes. Se encuentra en individuos con -
vida sexual activa siendo su mayor frecuencia en perso-

' nas de ambos sexos entre los 15 y 24 atos. (157

La mujer con gonorrea tiene 2 desventajas las cua-
les prolongan el intervalo entre la adquisicidn de la -
infeccidn y el diagnéstico, lo cual retarda el trata—-
miento e incrementa la probabilidad de las complicacio-
nes. En primer lugar, lo inespecifico de los sintomas
y en segundo lugar el examen microscépico del material
de secresidn que en las mujeres {inicamente detecta el
607 de la gnnorrea en comparacidn con los hombres que -
es del 95%. (2)

La Nedissenia gonorrhoeae es un diplococo gram nega
tivo que mide de 0.8 a 1 micra de digmetro. Los diploco
cos son aerdbios inméviles, no esporulados y no encapsu
lados. -



Los cocos en forma individual tienen forma de rifiébn -
con los lados adyacentes planos o cOncavos, aunque en -
cultivos viejos o en gonococos expuestos a antibidti--
cos pueden encontrarse hinchados o distorsionados. Ge
neralmente se encuentran agrupados en pares y su locali
zacidn caracteristica es intracelular., (7,14)

La Nedsseria ha sido dividida en 2 grandes gru—-
pos:

Grupo No. 1: Consiste en los patdgenos N. gono--

_anhoeae. y N, meningitidis.

Este grupo abarca los que no estdn -

Grupo No. 2:
N. catarnhalis yN. sicea.

catalogados como patdgenos

LaNeissenia gonorrhoeae es el causante de uretri--
tis, cervicitis y salpingitis en adultos (Gonorrea), -
vulvovaginitis en nifias y conjuntivitis en reci&n nacil
dos. (1),

Diversos factores han sido reconocidos como respon
sables de que la enfermedad prevalezca. A pesar de que
el germen causante N gonornhcedae no muestra una resis-
tencia completa a la penicilina, tal como la demostra-

-da por el Estafilfococo awreuws, productor de la penicili

sagpey ladltima década se ha observado una resistencia
aumentada a este antibidtico, la dosis masiva de penici
lina es exigitiva para obtener un mayor Indice razona--
ble de curacidn. Los factores de resistencia del hu&s-
ped y la respuesta inmunoldgica a la infeccidon gonocdc-—
cica en forma repetida porque aiin no se ha descubierto

una inmunidad protectora. Contrariamente a lo que ocu--
rre en la sifilis, no se dispone de un test seroldgico

Gtil v el Gnico modo de diagnosticar la enfermedad es

mediante cultivo. (6)

La Neisseria gononthoeae no puede atravesar el epi
telio plano estratificado de los genitales externos y
la vagina, pero atraviesa e infecta ficilmente el epite
lio cilindrico v de transicidn. B

En los varones ataca primero la uretra, originando
uretritls purulenta, posteriormente prdstata, epididimo
y vesiculas seminales.

En las mujeres la uretritis es leve y pasajera, -
luego infecta las glandulas de Bartholin y Skene y las
del cuello, con participacifn de la uretra o sin ella.
La difusidn del proceso infeccioso puede alcanzar las -
tromp?s.de falopio y prbstata v producir salpingitis o
proctitis,

La fibrosis que provoca en las trompas puede provo
car obstruccién y esterilidad. (5,7,11) -

Recientemente ha dido descubierto en el hombre la
Gonorrea uretral asintomitica lo que puede representar
un factor adicional en las epidemias de la actualidad.
En el hombre homosexual puede encontrarse un receptdcu

lo adicional de gérmenes, constitiyéndose en un porta-
dos anal. (6)

SINTOMAS CLINICOS
Este varfa segiin el sexo.

EN LA MUJER: En la mujer la enfermedad puede empe-
zar con disuria, urgencia y frecuencia de micciones, -
despu@s de un periodo de dos a ocho dias, pero en la ma
yoria de los casos es asintomidtica. Puede existir au——
mento del flujo vaginal, al ginecoldgico se observa en
docervicitis, con mucosa congestiva, tumefacta que san—
gra con facilidad, y cubierta de abundante exudado puru
lento. La participacién de los conductos de las glandu-



1as de Skene y Bartholin es frecuente y pueden formarse
abcesos, Pueden aislarse gonococos del recto en el 20
a 50 por 100 de las mujeres con gonorrea.

La salpingitis se manifiesta por comienzo agudo de
fiebre y dolor abdominal bajo, a la palpacidn hay dolor
abdominal bajo, hipersensibilidad en los anexos. -
@l 18,014, 15)

EN EL HOMBRE: El periodo de incubacidn de la ure--
tritis gonocdcica en el vardn suele ser de dos a ocho
dfas o mds, en personas con infecciones previas y tan
corto como en horas en personas que no han sido infecta

das jamis,

Hay comienzo brusco con disuria, urgencia y fre—-
cuencia de orinar prurito ligero a nivel de la fosa no
vicular, seguidamente se presenta un exudado uretral mu
coide que rapidamente se vuelve purulento y profuso, fi
lante, de aspecto turbio y de color amarillento verdo——

.-
so que puede estar mezclado con sangre por lesidn provo

vocada en la uretra.

Puede existir ademds: dolor durante la miccidn, po
erecciones do

laquiuria marcada y dolor postmiccional, _ :
lorosas prolongadas que se explican por la irritacidn -
de la zona del verumontanun. (5, 7, 11, 14, 15)

La enfermedad sin tratamiento desaparece espontd--
neamente en un periddo de 5 a 6 semanas. (2, 15)

METODOS DIAGNOSTICOS

La muestra o especimen para el diagndstico de la
gonorrea usualmente se obtiene tomandola de uretra, -
cervix, recto, vagina y glidndula de esquene y Bartho--
lin y Orofaringe actualmente.(8)

TOMA DE LA MUESTRA: En la Mujer: para tomar la -
muestra se usa asepsia, en primer lugar se introduce un
espéculo estéril sin lubricante, luego se limpia el mo
co del cuello del fitero y luego introduciendo bajo wvi-
sién directa un hisopo y dejarlo unos segundos para que
absorba los miroorganismos. En el Hombre: De preferen-
cia en la mafiana antes de orinar se exprime la uretra y
se toma la secrecifn con un palillo de dientes para fro
tes. Con un hisopo se toma el material para cultivos,
si el frote de gram inicial no es satisfactorio, se re
piten nuevamente para descartar con certeza si no es wna
uretritis gonocdccica. (8)

MORFOLOGIA DEL FROTE DE GRAM: Se observan diplocg
cos gram negativos los cuales pueden aparecer simples o
en grupos dentro del citoplasma de las c&lulas de pus
(Polimorfonucleares) también en algunas ocasiones se
encuentran presentes extracelularmente. Los lados adya-
centes son planos o ligeramente cdncavos, su contorno
lateral es convexo, en su forma en si, se parece a un
frijol y sus dimensiones oscilan entre 0.6 y 1 micra de
didmetro. (1)

El encontrar esto, no representa hacer un diagnds-
tico correcto de gonorrea, ya que algunos organismos -
gram negativos simulan N gonoirhoeae tales como los -
Cocobacilos, Acinobacter polymonphia y la N. catavihalis,
y los D,Lﬁﬁte/w&de/s. ademds los Estreptococos y Estagilo
cocos decolorados simulan Nedlsseria. Los reportes de -
los frotes podrian leerse diplococos gram negativos in
tracelulares, los cuales podrfan ser o no N. gononthoeae,
si solo se encuentran extracelularmente podrfa volverse
a ver o repetir la muestra y cultivarlo. Ademds en el
reporte del frote deberian de describirse el niimero de
células de pus, por ejemplo: Pocas, muchas etc. El diag
ndéstico de Gonorrea en hombres estd hecho mds que todo
en base a los frotes, en cambio en la mujer con infec--
cidn cronica, el frote es usualmente negativo y con los
cultivos podrian ser estos obtenidos. (1)



CULTIVO DE THAYER-MARTIN

El medio de Thayer-Martin, el cual estd compuesto
de Vancomicina Colistimitato s8dico y Nistatina, per-
mite el crecimiento de N meningLtidis y N. gana&&hoe—
ae, .pero inhibe el crecimiento de otras muchas bacte-
rias que se encuentran corrientemente en muestras de

uretra, cuello, vagina, recto y faringe. El creci--
miento de otras Neisserias queda también inhibidos. EIl
medio de Thayer-Martin puede ser modificado (Thayer-Mar
tin sin Hemoglobina). (7, 14)

TEST OXIDASA:

La Neissgeria produce una enzima oxidada que en la
presencia de aire acta sobre algunas aminas aromiti--
cas que producen compuestos colorados, el test no es
diagnéstico para N. gonoanhoeae como otros. Otras -
especies de Neflssernia, algunos fermentos y Pseudomo-
nas son tambifn oxidasa positivos, pero estos organis-
mos son eliminados por los medios de Transgrow y -—--—
Thayer-Martin, los cuales son cultivablemente diferen--
ciales para Neisseria. La diplococcia gram negativa -
crece en medios de Transgrow y Thayer-Martin, cuando -
son oxidasa positivos, permiten un diagndstico presunti
vo de Gonorrea. El diagndstico deberia ser confirmado
por la fermentacidén de azlicares o por un test FA, (1)

El test oxidasa puede ser usado para detectar colo
nias de Neisseria en cultivos mixtos o para confirmar -
su presencia en cultivos puros.

PROCEDIMIENTO:
Pequefias cantidades (0.5 ml.) de una solucidn -
acuosa al 1% de Dimetil-pFenilenodiamina, son guardados

y congelados en una congeladora, Después de deshielada,
la solucidn es roceada en la colonia o en un medio s&li
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do, © una gota es adherida a un papel filtro v la colo-
nia estudiada es esparcida sobre el papel impreganado,
en una reaccidn positiva, las colonias llegan a ser ro
sadas, después rojas y finalmente moradas-negras. So-
bre un agar sdlido las colonias permanecen viables a -
través del estadio rosado, en la cual ellas pueden ser
sub-cultivadas, pero moririan por el reactivo en un lar
go contacto. El reactivo no hace interferencia con el
frote de gram ni con la técnica de FA.(1)

IDENTIFICACION DEFINITIVA:

La identificacién definitiva se basa en la tfpica
fermentacidon de azdcar o sobre la coloracidn positiva
del FA.

El procedimiento FA puede ser realizado como un -
test inmediatamente, o como un test dilatado en un cul-
tivo de 18 hrs. que es oxidasa positivo en medios de -
TG. o TM. El método dilatado es el que se describird a
continuacidn, ya que el método inmediato no es recomen-
dado por su carencia de especificidad. (1)

PROCEDIMIENTO:

Se prepara un ligero frotis en una laminilla, te-
niendo un pequefio circulo de 6mm de difmetro grabado,
toque con una aguja a la colonia sospechosa (pero antes
de ésto, ponga agua destilada en el circulo) y en &sta,
emu151one el material, luego esparza ésta tan llgeramEn
te como le sea p051ble sobre el circulo grabado y el -
drea del rededor. Seque el frote al aire. NOTA: Los -
frotes pueden ser preparados de una colonia y coloreada
con etiqueta fluorescente conjugandola arriba de 15 mi-
nutos después de que la colonia ha sido tratada con oxi
dasa reactiva.

1L



TECNICA DE COLORACION DEL TEST FA: S€quese comple-
tamente y suavemente inmovilice el frotis, Cﬁbrase -
una gasa completamente de 3mm de un firme Sonjugado GC
vy pongala sobre el especimen dentro del cfrculo dg -
6mm e inclibelo a temperatura de cuarto durante 5 minu--
tos.. (Evitar el secado completo). (1)

Suavemente enjuague el frotis en agua destilada, -
seque con aire o papel absorbente limpio y pdngale un
cubre-objetos, poniendo para ello antes una so].de_9 =
partes de glicerina y una parte de bicarbona?o pulldg,
con PH de 9, luego examine el frote con un microscopio
de inmersidn fluorescente, el gonococo aparecerd como -
un diplococo amarillo verdoso. (1)

Con este método, use un frotis uretral positive o
un frote preparado de una conocida fresca aislada de
gonococcia como un frote de control positivo. Use un -
frote de una suspensién atenuada de Entercbacter — ---
chocae  como control especifico.

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS (OXIDACION)

Una identificacidn presumtiva de un cultivo como -
N. gonomrhoeae puede ser confirmado por una fermenta—-
cién de carbohidratos. N. gonorrhoeae  fermenta sola-
mente la glucosa produciendo &cido y no gas. Un meqlo
semis6lido tal como cistina tripticasa (agar) contenien
do fenol rojo, como un indicador de produccidn dg acido
es usado como medio base., Un porcentaje de soluciones
de glucosa, maltosa y sacarosa son adheridos a este. (1)
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CUADRO DE FERMENTACION DE AZUCARES Y REACCION OXIDATIVA
SEGUN TIPO DE NEISSERIA
FERMENTACION DE AZUCARES

REACCION
ESPECIES GLUCOSA MALTOSA SACAROQSA OXIDATIVA
N. meningitidis - + - -
N. gonowrnheae + - - +
N. catarihalis - - = iE
N. sicea + - + +

Con el aféan de tener una m3s uniforme inoculacidn
en todos los tubos de carbohidratos, se prepara una al-
ta suspensidn de organismos provenintes de un plato de
Thayer Martin en 0.5 tripticasa esteril o agua destila-
da estéril., Con un lazo bacterioldgico, transfiera este
lleno de la suspensidn alta de microorganismos a la su
perficie y drea justo abajo de la misma de el medio de
carbohidratos, o usando una pipeta capilar estéril., --
Adhiere 2-3 gotas de la suspensién a la superficie del
medio, luego se le pone la capa y se cierra, incubdndo-
la a 35-36°C., no se adhiere tensidn de CO. LY

Examine los tubos a las 24, 48 y 72 horas, para -
ver el crecimiento y produccidn de dcido (cambios de ro
jo a amarillo = Positivo, si permanece rojo=Negativo).

" Prepare un frote de gram del crecimiento que se obtuvo

de los tubos de la reaccién dcida y examinelos para ver
la pureza del cultivo. (1)

DIAGNOSTICOS SEROLOGICOS DE LA GONORREA:

Dos métodos son valorables para demostrar anticuer
pos a N. gonorthoeae en el suero de los pacientes: 1.
Técnica indirecta FA y 2. Una aglutinacién de Litex de
Slide Test, que es comercialmente valorable.
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Tos anticuerpos antigonocdccicos reaccionan con -
partfculas de ldtex con una tensidn de N. gonoho--
eae (1).

TEST DE LIMULUS

Limulus polyphemus (Cangrejo Cacerola): Una de las
5 especies de la familia de los Xiphosura polyphemus, -
cangrejos fociles que se encuentran en las riveras o -
costas de Yucatdn y sur de los Estados Unidos, tienen
el cefalotorax en forma de herradura, y miden hasta 600
mm, (9)

Amebocitos: Corpusculus sanguineos o celulas ami--
boides libres gue se encuentran en el mesenquima o meso
glea, la cual estid formada por una matriz gelatinosa.
estos se encuentran presentes en esta variedad de can--
grejos. (9).

Test de Limulus: El test del lisado de los ameboci
tos del [A{mulus polyphemus, ha sido usado para detectar
ciertas cantidades de endotoxinas que producen las bac
terias Gram-Negativas. Este test es el mas sensitivo -
método valido para detectar endotoxinas producidas por
estas bacterias, el procedimiento es simple, especifico,
rapido y barato comparandolo con el test USP rabbit pa-
ra pirdgeno y ademds es 10 veces m&s sensible que &ste.

El método descrito por los Laboratorios Difco, es
el basado en el clasico método del gel en su punto de -
dilucidn final, sin embargo, existen otros procedimien—
tos basados para la misma vreaccidn (detectar endotoxi-
nas) tales como el uso de radioisotopos, espectometros
o sustratos cromogenicos, ademds varios microm&todos -
conservando la reaccitn de lisado han sido usados.(13)
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PROCEDIMIENTO

Resumiendo a grandes razgos el test del lisado de
los amebocitos de Limulus (LAL) consiste en adherir 0,1
ml. del Pyrotest a 0.l ml. de la solucidn que se va a
estudiar, o también adherir 0.2 ml. del pyrotest (test
de Limulus) directamente dentro de la solucidn de estu
dio, para ésto se utilizan varios tubos de ensayo en -
los que se mezclan las soluciones, luego €stos se incu-
ban a 37°C por una hora en bafio de ma¥ia, al cabo de la
cual son invertidos dichos tubos uno a la vez, la pre-
sencia de endotoxina en la sustancia estudiada es detec
tada por la formacidn de gel firme oscuro el cual perma
nece intacto a pesar de que los tubos son invertidos a
180°inclusive. (3)

APLICACIONES REPORTADAS DEL TEST DE LIMULUS

Aunque el uso del test del LAL para detectar septi
cemia a Gram negativos y artritis pirdgena a Gram nega-
tivos es limitado debido a los factores inhibidores en
contrados en la sangre y liquido sinovial, ha sido Gtil
para detectar la presencia de Bacteriuria Gram negativa
o las endotoxinas que ellos producen en otros fluidos
del cuerpo. Los procedimientos para detectar la menin-
gitis Gram negativos, Bacteriuria Gram negativa y Ure--
tritis Gonococcica han sido reportados. (3)

Recientes adelantos en la tecnologia LAL han indi-
cado que su futuro valor clinico para detectar organis-
mos Gram negativos y las endotoxinas que ellos producen
solamente han principiado a ser realizados. La FDA -~
aclara que a partir del lo. de junio de 1982 la sensibi
lidad de las preparaciones LAL deben ser leidas o desig
nadas como endotoxinas en unidades (EU/ml) en lugar del
clasico Nanograma mililitro (Ng/ml). (3)

Fn una evaluacidn del test de Limulus lisado de -
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amebocitos como método para detectar endotoxinas gonocﬁ?
cicas en exudados cervicales dilufdos en 1:800, resultd
positivo en 17 de 18 pacientes (947%) con cultivo proba-
do de cervicitis gonocdccica y negativo en 22 de 22 pa
cientes (100%)con cultivos negativos. In vitro comparan
do la sensibilidad del test de L{mufus para detectar -
N. gonotrhoeae y otros organlsmos Gram negativos, se
demostrd que el test de LAL es mds eficaz en detectar
esta que otras bacterias Gram negativas comunmente en
contradas en el aparato urogenital., De este modo el es
tudio preliminar implica o enfoca de otra manera la sa-
lud de la mujer evidenciando la correlacidn del test -
LAL con otros métodos bacteriolégicos para diagnosticar
cervicitis gonocbecica y puede auxiliar en detectar es
ta, en conclusidn el test LAL se hace de manera rapida
v los resultados pueden valorarse una hora despu€s de
la evaluacidn inicial de la paciente.(17)

El test de Limulus ha sido usado para detectar en-
dotoxinas en sangre, LCR., orina y exudados de Uretra.
La sensibilidad del test de Limulus para detectar las -
endotoxinas de la Neisseria gonorrhoeae es eficaz ya
que la endotoxina constituye una porcidn de la pared de
€sta, en consecuencia este test ha sido propuesto como
un test sensitivo para una temprana deteccion de gono—-
rrea, (17)

En resumen en estudios preliminares, en mujeres -
con gonorrea indican que el test de Limulus, puede ser
usado directamente en los casos clinicos, de tal manera,
es altamente seguro para la deteccidn de Nedlsserdia --
gonornhoeae.,

Con este test como ayuda a otros procedi--
mientos de diagndstico puede ser posible dar un trata—-—
miento especifico en la visita inicial de la paciente -
antes de obtener los resultados de los cultivos disponi
bles para detectar Nedisseria gononrhoeae.

Tres preparaciones LAL obtenidas de 3 diferentes
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distribuideres fueron comparativamente evaluadas por
sensibilidad a endotoxemia natural contenido en exudados
urétricos de 28 hombres con uretritis gonocdeccica y 16
hombres con uretritis no gonocdccica. Una preparacidn -
LAL fue extraida sin solventes organicos durante su ma-
nufactura, mientras que las otras 2 fueron extraidas -
con cloroformo. Las tres preparaciones LAL tuvieron -
sensibilidades equivalentes (0.06 ng/ml) para estable--
cer una referencia standard de endotoxina (EC-2) pero
significantes diferencias en sensibilidad fueron encon-
tradas dentro de las diferentes preparaciones LAL cuan-
probadas con especimenes clinicos.

La dilucién de muestras uretrales para maxima sen-
gibilidad y especificidad oscilaron de 1:400 a 1:1,600
dependiendo de la preparacidn LAL. (12)

Los métodos de diagnéstico usados fueron los de ru
tina. Antes de obtener una muestra uretral para culti-
vo de gonorrea y frote de Gram se aspird una pequena -
cantidad de muestra urétrica con una jeringa tuberculi-
na estéril, lo aspirado osecild entre 0.025 a 0.05 ml., ¥
se extrajo del meato uretral y sin aguja y se transfi--
rid a un tubo de ensayo sin plastico, conteniendo unmg,
de agua estéril. Tas muestras fueron ajustadas a una -
dilucidn de 1:50 con agua y refrigerada a 20°C antes de
haber sido probados para el ensayo LAL. (12)

Resultados positivos LAL fueron obtenidos en un -
100% (l6/6l) de pacientes con uretritis gonocSccica a
una dilucidn de 1:50 a 1:6,400 de muestras uretrales, -
Fueron positivos tambi&n un nimero de pacientes con ure
tritis no gonocOccica pero a diluciones mas bajas =
(1:50 a 1:800) sin embargo, a una dilucidn de 1:1600 -
todos menos dos pacientes con uretritis no gonocdccica
fueron negativos para actividad endotoxica. El {nico -
paciente conLAL positivo a una dilucidn de 1:51,000 fu@é
uno que establecid contacto sexual con una mujer que tu
vo cultivo positivo por N. gonorrhoeae vy puede por lo
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tanto representar un fracaso en el cultivo. Las sensi-
bilidades y especificidades fueron 95% (58/61) y 98% -
(54/55) para frotes Gram y de 100% (61/61) y 53/55)‘ o
para la prueba LAL para casos de Uretritis Gonocdccica
y no gonocdccica respectivamente. (12)

"Otros resultados obtenidos en una evaluacidn ini-
cial para 116 hombres con uretritis exudativa confirma-
ron los primeros descubrimientos resultando que la pre-
paracidén LAL tiene un alto grado de sensibilidad mayor
que 99% y especificidad mayor que 96%. La habilidad pa-
ra predecir los resultados de los cultivos fue de apro-
ximadamente 98% a pesar de que este test no es especi-
fico para gonorrea, La endotoxina asociada con
N. gononnhoeae ha demostrado reaccionar contra el test
de Limulus tan bajo como 0,07 ng de la membrana exte-
oy intacta por ml." (12)

Asi es que la prueba del test de Limulus es muy -
sensitiva a endotoxinas producidas por las bacterias -
Gram negativas y mis sensitiva alin a las endotoxinas
que provienen de las descargas uretrales de hombres -
con uretritis en gonorrea,(12)

En otra investigacidn el test LAL fue evaluado pa
ra la deteccidn répida de bacteria Gram negativa en -
una poblacidn de pacientes adultos. El tiempo de gela-
cidn de la preparacidn standard LAL fue usado como una
medida significativa (10.5 bacteria por cada ml) de bac
teria Gram negativa, y los resultados de 190 ensayos -
LAL fueron comparados con cultivos de orina cuatitati--
vos 33 de las 36 muestras urinales conteniendo bacteria
Gram negativa 10.5 por ml, fueron detectados por el en
sayo LAL, Los 3 falsos negativos LAL fueron el resulta
do de los niveles de orina Ph inferiores al Ph minimo -
para la gelacidn LAL. Neutralizando estos resultados -
de orina resultaron resultados positivos vy en el 1007% -
en correlacidn con cultives. Todos los 36 resultados -
fueron LAL positivos dentro de los 15 minutos y la mayo
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ria en el 86.1% son positivos 10 minutos después de 1=
incubacidn a 37°C. ELl resultado de este estudio ha mos-—
trado que el test LAL puede ser usado como un rdpido, -
simple y confiable procedimiento para detectar clinica-
mente el significado de la bacteria Gram negativa.(10)

El lisado del test LAL ha sido usado para indicar
la presencia de endotoxina con una variedad de mues——-
tras. El test ha sido usado con buen éxito en orina vy
en liquido cerebro espinal; sin embargo, la muestra de
suero o plasma ha sido complicado por la presencia de
proteinas inhibidoras, asf como por posibilidad de que
algunas substancias en plasma puedan imitar endotoxina
en el test LAL. (4)

En otro estudio, el test de Limulus fue usado para
evaluar a 115 mujeres, las cuales fueron nombradas como
contactos sexuales de hombres con cultivos positivos pa
ra gonorres, Estas pacientes fueron tratadas antes de
la confirmacidn por el laboratorio como recomienda el
Centro de Control de Vené@reas por la falta de un rédpido
y confiable test y las serias consecuencias de la infec
cidn no detectada a tiempo. Para el test LAL las mues—
tras cervicales fueron colectadas con tiras de algodén
despirogenadas y estas fueron puestas en 10 ml, de di-
luyente de la prueba para endotoxinas. El negativo va-
lor predictor de la prueba LAL a esta dilucidn fue 100%
la incubacidn fue transportada afuera a 37°por 30 minu-
tos; resultados positivos o negativos fueron indicades
por gelacidn o falta de gelacidn respectivamente. La -
sensibilidad del lisado fue de 0.3 ng/ml, con una endo-
toxina standard de E. cofl{. Simples cultivos endocervi
cales y las pruebas de LAL fueron ambas positivas en 71
pacientes, y el frote de Gram fue sd0lo en 36 (50.7%) en
estos casos. Para los 44 casos negativos probados con
cultivos. El test de LAL fue negativo en 21 (47%)..(13)

De este modo el test LAL es habil para selectiva—-—
mente excluir la mitad de los cultivos negativos para -
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gonorrea y podrfa tener estos pacientes una inadecuada
terapia escasa y contacto pasajero. Se excluyen los ca
sos con cultivos probados de gonorres.(l3)

HISTORIA ACERCA DEL TEST DE LIMULUS:

A pesar de que Loeb en 1902 realizd estudios acer-
ca del Limulus poliphemus en proceso inflamatorios vy
en las células linfaticas de la sangre, no fue sino has
ta en 1964 cuando Levin y Bang demostraron que la sangre
de este animal se ponia firme o dura en la presencia en
dotoxinas producidas por las bacterias Gram negativas,
Fllos més adelante reportaron que la fraccidn sensitiva
de endotoxinas estaba dentro del Amebocito y no en la
fraccidn liquida de la sangre, estos reportes asi como -
los de Rojas y Cols., Levin y - Cols. y Reinhold y Fine,
fueron los responsables para incrementar el inter@s en
el uso del Test de Limulus para detectar endotoxinas.
(3,112)

Adicionales Impetus fueron dados con el uso de es-
te test por Cooper y Cols. gquienes reportaron las supe-
rior#gad de este sobre el test para pirdgenos USP -
Rabbit., Ademds los dados por Jorgensen y Cols. en el
reporte del uso del test LAL para detectar endotoxinas
en Radio farmac&utica y Biologia. (3)

PRINCIPIOS BLOLOGICOS DEL TEST DE LIMULUS:

Todavia el mecanismo exacto de la reaccidn LAL-en-
dotoxina no ha sido determinado, aparentemente el lisa-
do de gelacidn es una coagulacidn enzimatica similar -
al sistema de coagulacidn sanguinea en los mamiferos. -
Una representacidn esquemdtica de la reaccidn postulada
es demostrada como sigue: Una enzima molecular larga vy
estrecha es semicoagulada o ensimas lisadas reaccionan
con endotoxinas en la presencia de un metal de cationes
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divalentes formando una activa enzima coagulada como -
propiedades similares a la proteinasa sérica.

La actividad de la coagulacidn enzimidtica es la de
abri una pequeiia molécula de proteina soluble estrecha
(Coagulen) para formar un gel protéico insoluble (Coagu
1in) (3)

LAS ENDOTOXINAS:

Se encuentran las endotoxinas en las Bacterias Gram
negativas y se presentan en microorganismos no patoge--
nos, los sintomas observados al inyectar estas substan-
cias en animales de laboratorio incluyen fiebre, dia---
rrea, pardlisis de los miembros, transtornos del metabo
lismo de carbohidratos y degeneracidn de los vasos san
guineos, las endotoxinas producen los mismos sintomas -
generales, sin importar la especie de microorganismos -
de que provengan. (17)

Gran parte de lipidos puede eliminarse del resto -
del polisacdrido sin pérdida notable de la actividad -
téxica, pero las preparaciones sin lipidos son inactiva
das en lo absoluto. Los animales criades sin la flora
intestinal corriente Gram negativa no son susceptible -
normalmente a la endotoxina, en tanto que los que tie—-
nen flora tipica son susceptibles, y cuando el animal -
es infectado o inyectado con material o bacterias endo-
téxicas, aparece cierto tipo de reaccidn de choque gene
ralizado.(7)

En muchas otras bacterias Gram negativas, las subs
tancias celulares en tdxina para animales de experimen-—
tacidn por inoculacidn parenteral. Esta endotoxina, -
probablemente es un complejo 1ipido polisacdrido polipép
tido que es separable como lipopolisacdrido tdxico y se
considera prototipo de endotoxina bacteriana.(7)
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Las endotoxinas pueden formar

can dentro de la membrana celular.

celulares se designan endotoxinas
ellas los gonococos y los bacilos
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toxinas que permanez-
Estus venenos intra

vy son productoras

tificos.

(7)

de

MATERIAL Y METODOS

MATERTAL:

RECURSOS HUMANOS:

Ls

100 pacientes con las siguientes caracteristicas:

a) Sintomatologfa de gonorrea.

b) De 15 a 35 anos de edad.

¢) De ambos sexos.

d) Que consultaron entre los meses de octubre de
1983 a enero de 1984,

e) Que no hubiesen recibido tratamiento previo a
la toma de la muestra.

Personal Médico de los Centros de Salud No. 2 v -
Dispensario Municipal No. 3, quienes se encargaron
de clasificar a los pacientes como posibles gono-

rreas, esto en base a sintomatologia.

Personal del laboratorio microbioldgico de la Di-
reccidn General de Servicios de Salud, que se en-—
cargaron de supervisar, la efectividad de los re
sultados en las diferentes pruebas realizadas.

INSTRUMENTAL PARA LA OBTENCION DE LA MUESTRA:

a)
b)
c)
d)

e)
)

g)

Laminas porta objetos.

Hisopos Estériles

Mechero Portatil

Cajas de Petri (Contenido Medios de Cultivo para
Thayer-Martin)

Dos asas de laboratorio

100 tubos de ensayo de 10 x 75 mm conteniendo 2cc.
de Solucidn Salina estéril en cada uno.

Un cilindro con atmdsfera del 2 al 10% de COp, ob~
tenida por el método de la vela.

23




INSTRUMENTAL PARA LA REALIZACION DEL ESTUDIO:

FROTE DE GRAM:

a)
b)

c)
d)

Laminas Porta Objetos

Reactivos:

b.l Violeta Genciana
b.2 Lugol

B3 Alcohol Acetona
bt Fucsina de Gram.

Aceite de Inmersién
Microscopio.

CULTIVO DE THAYER MARTIN:

a)
b)
c)
d)
€)
£)
g)

h)

100 cajas conteniendo medio selectivo de Thayer-
Martin,

Laminas porta objetos

Asas de laboratorio, para resiembras

Discos de P-Aminodimethylaniline oxalate (Test
oxidasa)

Tubos para fermentacidn de azlicares (lLactosa, saca
rosa, dextrosa y maltosa).

Microscopio

Cilindros con atmbésfera del 2 al 107 lograda esta
por el mé&todo de la vela,

Incubadora de 35 a 37°C,

PRUEBA DE LIMULUS (Test LAL 50)

a)
b)
c)

d)

Reactivo de lisado del Limulus polyphemus. 2 Fcos.

6 mls. c/u.

Endotoxina E. cofi 100 ng/ml. (Control positivo) 2
Fcos. 4 mls. c/u.

Agua destilada apirdgena (Control negativo) 10 fcos.
10:mls, c/u,

Tubos de ensayo de 10 x 75 mm. apirogenizados a -
180°C. por 3 horas.
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f) Pipetas de 1.5 y 10 cec. apirogenizadas a 180°C. -
por 3 horas.

b) Gradillas de laboratorio de metal.

h) Sellador parafilm.

i) Bario de Maria ajustable a 37° C.

j)  Agitador vortex.

k) Guantes apirogenizados a 180°C. por 3 horas.

METODOLOGTA:

Este estudio consistid en tomar una poblacidén de

100 pacientes de ambos sexos, los cuales estuvieron com
prendidos entre los 15 y 35 afios de edad, y que consul—
taron a los centros de salud No. 2 y dispensario Munici
pal No. 3 de la Capital, durante los meses de octubre —
de 1983 a enero de 1984, presentando sintomatologfia o
caracterfsticas de gonorrea sin que hubiesen recibido -
tratamiento anterior a la consulta.

Como primer paso se tomaron a los casos en estudio
previamente clasificados como posibles gonorreas por el
personal Médico de los centros de Salud mencionados an-
teriormente, y antes de tomdrseles las muestras para el
estudio, se les hizo una breve historia Clinica por mi
persona, para ver sl estas encajaban en el mismo y lue-
go se les tomd muestra de secrecidn uretral purulenta a
los hombres y del canal endocervial a las mujeres.

TOMA DE LA MUESTRA:

Al efectuar la toma de la muestra se hizo de la si
guiente manera: PACIENTES MASCULINOS: Primeramente por
medio de un asa de laboratorio flameada, se tomd una -
muestra de secrecidn uretral purulenta o del exudado -
que presentaba, y de inmediato se inoculd en un medio -
de Thayer-Martin, el efectuar esto se incubaron de inme
diato en un cilindro con atmésfera del 2 al 10% de CO2
lograda esta por el m“etodo de la vela.
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Luego por medio de un hisopo est&ril se obtuvo una
segunda muestra, y se introdujo en un tubo de emsayo de
10 x 75 mm. conteniendo 2 cc., de soluciin salina est&-—-—
ril, enroscdndolo de inmediato, esto para efectuar la -
prueba LAL, poniendo los tubos en congelacidn de -2 a
-10° C., y para finalizar se tomd una tercera muestra -
para efectuar un frotis en una lamina porta objetos para
elaborar la tinci&n de Gram.

PACIENTES FEMENINOS: En estas se expuso el canal endo-
cervical por medio de un espéculo estéril, procediéndo-
se a tomar una muestra mediante un asa estéril inoculdn
dola de inmediato en un medio de cultivo de Thayer-Mar

tin, colocdndolos en un cilindro para atmdsfera de 2 a

10% de COp logrado por el método de la vela. Luego se
tomd una segunda muestra por medio de un hisopo estéril
y se introdujo en un tubo de ensayo de 10 x 75 mm. con-
teniendo 2 cc, de Sol. Salina estéril para realizar la
prueba LAL, colocando estos tubos a una temperatura de
-2 a -10°C., previo a realizarla. Por Gltimo y por me
dio de un hisopo est&ril se obtuvo otra muestra para -
efectuar un frotis directo en una laminilla porta obje-
tos para la tincidn de Gram.

Luego de tomadas las muestras en el laboratorio de
la DGSS, se realizaron todos los procedimientos: En pri
mer lugar se colorearon los frotes con la tincibn de -
Gram, y se observaron al microscopio, dandose como posi
tivos a todos aquellos en que se encontraron diplococos
Gram negativos, intra y extracelulares.

Los medios de cultivo de Thayer-Martin ya inocula-
dos fueron incubados a una temperatura de 35 a 37°C. -
por 24 a 48 Hrs. efectudndose la primera lectura a las
24 Hrs., al detectar colonias pequenas, redondas de lmm
de didmetro, brillantes y transparentes se les efectua-
ba frote para Gram, y si estas resultaban positivas pa
ra diplococos Gram negativos se les aplicaba test oxida
sa, dando la reaccidn positiva si era de tosado o negro,
luego se tomaban colonias (2 & 3) y se inoculaban en -
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tubos para fermentacion de aziicares (Dextrosa, maltosa,
sacarosa y lactosa) incubandolas a una temperatura de -
35 a 37° C.,,con las roscas flojas, colocdndolas a wuna
atmdsfera de 2 a 10% de COy en un cilindro logrado siem
pre por el método de la vela, por 24 horas.

Los medios en que no crecieron colonias en las pri
meras 24 horas y si persistfan sin crecimiento se daban
como negativas. Asi mismo donde crecieron colonias con
otras caracteristicas siempre se les efectuaron frotes
de gram para identificarlas, si eran mixtas se pasaban
a otro medio por lo regular Agar chocolate por 24 Hrs.
mds, esto para ver si se lograba aislar colonias de N,
gonorthoeae, logrdndose en algunas ocasiones, si no se
lograba se daban como negativas.

La forma en que se efectud la prueba de Limulus -
fue la sigulente: Primeramente se pusieron los tubos -
de ensayo de 10 x 75 mm. conteniendo las muestras obte-
nidas a temperatura ambiente, y por medio de pipetas de
Pasteur se extrajo una gota de cada muestra para medir-
les el Ph, el cual debe estar entre 6 y 8 para poder -
realizar la prueba (Test LAL). Para medirles el Ph a
las muestras se tuilizaron tiras de medicidn para Ph de
0 a l4, de las cuales unicamente 9 muestras de las cien
estudiadas se encontraron con un Ph de 5 ajustdndolas -
por medio de una gota de NaOH, para lograr colocarlas -
entre 6 y 8.

Al tener las 100 muestras ajustadas a un Ph entre
6 y 9 vy los reactivos a una temperatura ambiente se pro
cedid a lo siguilente: ;

- Se tomaron los Fcos. con los reactivos (Control po
sitivo o endotoxina E. cofd de Difco. y test LAL -
50), v se abrieron utilizando guantes y forceps es
tériles y apirdgenos, agregindoseles por medio de
pipetas de 10 mls. a cada uno 4 vy 5.2 mls. respec-
tivamente. E1 test LAL se agit® suavemente por me
dio minjto, no asi la endotoxina E. cof{ la cual -
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se colocd en un agitador Vortex por un minuto.

Se tomaron tubos con capacidad de 10 a 15 mls. pa-
ra efectuar la prueba de compatibilidad y sensibi-
1idad del test LAL., con el control positivo (end¢
toxina E. coll) y con la muestra en estudio, en es
te caso de gonorrea respectivamente. Los tubos se
numeraron del 1 al 10 y se procedid de la siguien-
te manerxa.

Del Fco, de control positivo se tomd un ml., y se -
coloctd en el tubo No., 2, agregandosele a este 9 mls.
de control negativo (Agua Apirdgena) mezcldndolos
suavemente,

Del tubo No. 2 se tomaron 4 mls, y se colocaron en
el tubo No. 3 agregdndosele 6 mls, de agua apirdge
na y mezcladndolos suavemente.

Del tubo No, 3 se tomaron 5 mls. y se colocaron en
el tubo No. & colocdndosele 5 mos. de agua apirdge
na mezcliandolo suavemente, Esta operacidn se repl
tié hasta el tubo No. 9.

En el tubo No. 10 se colocd unicamente un ml. de
agua apirbgena (Control Negativo).

Al tener estas diluciones ya preparadas, se tomd -
de cada tubo 0.1 ml, colocdndolos en tubos de ensa
yo de 10 x 75 mm, siempre apirBgena, numerados del
1 al 10, y a c/u se le agregd también 0.l ml. del
test LAL mezcldndolos suavemente. Luego se sella-
ron con papel parafilm y se pusieron en una gradi-
1la de metal en bano de Marfa a 37° C. por una ho
ra,

Para probar el test LAL con el producto en estudio,
se siguieron exactamente todos los pasos anterio--
res, solo que en lugar de usar la endotoxina E. @0
£{ (Control positivo),se utilizd una muestra de -
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los 100 casos en estudio, la cual fue positiva pa-
ra gonorrea en el cultivo. (Ver cuadros 4 7 5.

Al tener presente la sensibilidad y compatibilidad
del test LAL 50 con el control positivo y el pro-
ducto en estudio se procedid a lo siguiente:

Se tomaron las 99 muestras restantes, y PpPor medio

de pipetas apirdgenas de un ml. graduadas en déci-
mas, se obtuvo de cada una de ellas 0.1 ml. colo-

candolos en tubos de ensayo apirdgenos de 10 x 75

mm. numerados; y de inmediato se les agregd 0.1 -
ml. de test LAL 50 a cada tubo y se procedid a mez
clarlos suavemente, Por iltimo se sellaron por me
dio de papel parafilm cada uno y se colocaron en -
gradillas de metal para inmediato ponerlas en bafio
de Marfa a 37° C. por una hora, al cabo de la cual
se leyeron los resultados. Los cuales se describi

ran mas adelante.

Se did como positivo a todas aquellas muestras que
presentaron un codgulo a gel firme al invertirlos
inclusive a 180°, y como negativos en los que no -
se observd gel o codgulo alguno.
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CUADRO No. 1

NUMERO DE CASOS POR EDAD Y SEXO SEGUN EL LUGAR
DE SU PROCEDENCIA - PERIODO COMPRENDIDO
de OCTUBRE/1983 A ENER0Q/1984,

Edad Centro de Sa- Sub Dispensario Mu- Sub

(afios) lud No. 2 Total nicipal No.3 Total EOXRL
F M F M

15-20 5 7 12 5 15 20 32

21-25 1 9 10 4 1.1 15 25

26-30 0 7 7 3 13 16 23

31-35 2 7 9 0 11 11 20

TOTAL 8 30 38 12 50 62 100

Fuente: Dispensario Municipal No. 3, Centro de Salud
No. 2

Se tomaron un total de 100 casos de ambos sexos -
entre los 15 y 35 afios de edad, provenientes de los Cen
tros de Salud No. 2 v del Dispensario Municipal No, 3.-
El primero con control de venereas por las mananas y el
segundo en su programa de control de venereas por las
tardes.

Se tomaron en este estudio como se ha mencionado,-
pacientes con sintomatologia de Gonorrea, de ambos se-
x0s y en el periodo de investigacidn comprendido de Oc-
tubre de 1983 a Enero de 1984.

Como se observa en el presente cuadro, se obtuvie-
ron un total de 38 pacientes del Centro de Salud No. 2
(8 femeninos y 30 masculinos) y del Dispensario Munici-
pal No. 3 un total de 62 casos (12 femeninos y 50 mascu
linos), siendo el grupo etareoc mids afectado con esta -
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sintomatologia entre los 15 y 20 anos de edad, con un
total de 32 pacientes (32%) siendo 10 Femeninos y 22 -
Masculinos.

Observdndose un mayor indice de afluencia al Dis--
pensario Municipal No. 3 con un total de 62 pacientes -
(62%) siendo 12 Femeninos y 50 Masculinos.

CUADRO No. 2

RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS FROTIS DE GRAM
REALIZADOS EN LOS 100 CASOS EN ESTUDIO POR
EDAD Y SEX0, PERIODO COMPRENDIDO DE
OCTUBRE DE 1983 A ENERO DE 1984

Frote de Gram Frote de Gram

Edad e Sub ; Sub
. Positivo Negativo TOTAL
(anos) = i Total 7 v Total

15-20 4 15 19 6 7 13 32
21-25 1 10 11 4 10 14 25
26-30 0 13 13 3 8 i 1 24
31-35 1 14 15 1 3 4 19
TOTAL 6 52 58 14 28 42 100
Fuente: Centro de Salud No. 2 y Disp. Municipal No. 3

Laboratorio de la D.G.S.S.

A todos los pacientes se les efectuaron Frotes de
Secrecifn para Gram obteniendo los siguientes resulta-
dos: 58 casos resultaron positives, siendo estos 6 Feme
ninos y 52 Masculinos. Asf mismo se obtuvieron un to-
tal de 42 casos negativos de los cuales l4 casos fueron
femeninos y 28 masculinos.
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Se puede determinar que de los 80 pacientes mascu—
linos, 52 fueron positivos para Gram (657%) y 28 negati-
vos (35%). De los 20 pacientes femeninos 6 fueron posi
tivos para Gram (30%) y 14 casos fueron negativos (70%).
Siendo el grupo etareo con mids casos positivos, entre -
los 15 y 20 anos de edad con un total de 19 (4 femeninos
y 15 masculinos).

CUADRO No. 3
RESULTADQOS OBTENLIDOS DE LOS CULTIVOS DE THAYER-MARTIN
REALIZADOS A LOS 100 CASOS EN ESTUDIO POR EDAD Y SEXO
PERLODO COMPRENDIDO DE OCTUBRE DE 1983 A ENERO DE 1984

Thayer Mar- Thayer Mar-—

Edad . Sub % Sub
v tin (+) . tin (=) TOTAL

(anos) SF il e Total R At an Total

15-20 2 10 12 8 12 20 32
21-25 0 5 5 5. ™15 20 25
26-30 0 6 6 3 .15 18 24
31-35 2 7 9 0 10 ’ 10 19
TOTAL 4 28 32 16 52 68 100
Fuente: Centro de Salud No. 2 y Dispensario Municipal

No. 3 Laboratorio de la D.G.S.S.

Se les practicd a todos los casos en estudio Culti
vo de Thayer-Martin, para confirmar casos con N. gono-
hhheae, resultando un total de 32 casos positivos (32%),
de estos 4 fueron femeninos y 28 masculinos. Dindose -
como negativos para el mismo un total de 68 casos: 16 -
femeninos y 52 masculinos.

Se puede observar que el Cultivo de Thayer-Martin
solo detectd Nedsseria gonorrheae en el 207 de las pa-
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clentes femenlnas o sean 3 casos y en los paclentes mas

culinos un 35% o sean 28 casos, de los 80 pacientes

T

tudiados =
CUADRO No. 4
RESULTADOS OBTENIDOS EN LA ESTANDARIZACION
DE LA SENSIBILIDAD DEL TEST LAL 50 CON EL
CONTROL POSITIVO O ENDOTOXINA E COLL DE DIFCO.-

Endotoxina E, §oli Cantidad Concentra Canti- Canti Resul
%OOngi Reconstitu- en Mls, c¢idn final dad en dad - tados
TUBO ida con(d mls. de deﬂagua de diluci- Mls.to enMls obte-
agua apirogena. apirog.a cidn de En mada - a afia- nidos

anadir dotoxina de los dir del

tubos test LAL

ml,

%

|

} Lyl - 25 0.1 ml 0.1 ml  +

‘ 2, 1 m1(25ng/ml) 9 mls, 2.5 0.1 ml 0,1 ml +

; 3. 4 mls(2.5ng/ml) 6 mls, 1,0 0.1 ml 0.1 ml +
4, 5 mls(l,.0Ong/ml) 5 mls, 053 0.1 ml 0.1 ml +
5, 5 mls(0.5ng/ml) 5-mlg. 0.25 0.1 ml 0,1 ml +
6. 5 mls(0,25ng/ml) 5 mls. 0,125 04l ml 6.1 ml +
7. 5 mls(0.125ng/ml) 5 mls, 0,062 0.1 ml 0.1 ml +
8. 5 mls(0,062ng/ml) 5 mls, 0.032 0.1 ml, 0.1 ml -
9. 5 mls(0.032ng/ml) 5 mls, 0.016 0.1 ml. 0,1 ml -

10, Agua apirdgena = - 0.1 ml, 0.1 ml. -

fuente:

Laboratorio de la D,G.S.S., OCTUBRE 1983/Enero/1984. (3)
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CUADRO No.
RESULTADOS OBTENIDOS DE LA COMPATIBILID

AD PROBADA DEL TEST LAL
OCTUBRE/1983-ENER0O/1984

CON EL PRODUCTO EN ESTUDIO (GONORREA) .

tados

en Resul
obte-

Cant.

de
toma mls.

Cant.

Concentra-—

Cantidad
demls .

Muestra de un

del

das de los Test LAL

final mls.

cidn
de dilu-

Gono-

2 mls.

caso con
rrea

TUBO

de agua

nidos

d1E

tubos a ana

cldn

aplrogena

dir

a afa

01 il
0.1 ml,
0.1 mls
0.1 ml.

ml.
ml.
ml.
0.1 mls

ml.
ml.

0.1

25

1 ml.
1 ml.

1

0.

2.5
1.0
0.5

9 mlS.

0.1

9 mls.

4 mls (Tubo N.2)
© 5 mls(Tubo No.3)

3
4
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.l
0.1

5 mls.

5 ml

0.25

S.

5 mls(Tubo No.4)

o
+
+
-+

01 Wl
0.1 ml.
(TSI M [
0.1 ml,

(6175 [ 11 ¥ P

— = =
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—
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cC oo
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— = =
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mwunn
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6
7
8
g

ml.

0.1

] ml.

Agua Apirogena

10

?uente: TLaboratorio D.G.S.S. (3)
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ANALIS1S DE LOS RESULTADOS DE LOS CUADROS Nos. 4 y 5.

Para poder realizar la prueba del Test de Limulus,
como ya se menciond anteriormente se hizo necesario es-
tandarizar la sensibilidad y compatibilidad de este con
el control positivo (Endotoxina E. cof{) y con el pro-—
ducto en estudio respectivamente., Se detectd que la -
sensibilidad del Lote de Test LAL 50, con el Control Po
sitivo de los laboratorios fabricantes did una reaccién
positiva hasta la 7a. dilucidn, concentracidén de 0.062
ng/ml de endotoxina E., cold,

En cuanto a la compatibilidad del producto en estu
dio, el Test LAL reacciond con este hasta la 9a, dilu-
cidn o sea hasta 0,016 ng/ml. o sea que el lote de Limu
lus que se empled, si resultd bastante sensible y compa
tible con la deteccidn de endotoxinas de Nedissenia gono
heae,

CUADRO No. 6
RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS 100 CASOS EN ESTUDIO AL
EFECTUARSELES LA PREUBA DE LIMULUS,(TEST LAL 50),
POR EDAD Y SEXO PERTODO COMPRENDIDO DE
OCTUBRE 1983 A ENERO DE 1984

Test LAL 50 Test LAL 50

Edad iositi;o TSEZl gegatigo TiEZl TOTAL
15-20 4 8 12 6 15 20 32
21-25 1 I 12 4 9 13 25
26-30 0 7 7 3 14 17 24
31-35 1 9 10 1 8 9 19
TOTAL 6 35 41 14 45 59 100

Fuente: Laboratorio de la D,.G.S.S.
Centro de Salud No. 2 y D, Municipal No. 3
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Al efectuar el test de Limulus como diagnbstico de
Gonorrea, en los cien casos en estudio se obtuvieron los
siguientes resultados: Se detectd un gel o codgulo fir-
me en un total de 41 casos (41%) siendo de estos 6 ca--
sos femeninos v 35 masculinos, resultando negativos un
total de 59 casos, siendo estos 14 femeninos y 45 mascu
linos. Estos resultados se obtuvieron luego de permane
cer las muestras por una hora en bafio de Maria a 37° C.

El grupo etareo que se vid con mads casos Positivos
fue el de 15 a 20 afios, con un total de 12 casos, obser
vando igual niimero en el grupo de 21 a 25 anos.

CUADRO No. 7
RESULTADOS OBTENIDOS ENTRE LOS TRES METODOS DE
DIAGNOSTICOS EMPLEADOS FROTE DE GRAM, CULTIVO
DE THAYER-MARTIN Y TEST LAL 50 POR EDAD Y SEXO
PERIODO COMPRENDIDO DE OCTUBRE/1983-ENERO/1984

»

rdad Frote de Cultivo de Test de
. Gram Total Thayer-Mar. Total Limulus TOTAL
F M F M F M
15-20 4 15 19 2 10 12 4 8 12
21-25 1 10 1T 0 5 1 11 12
26=-30 0 13 1.3 0 6 0 7 7
31-35 1 L4 15 2 7 9 1 9 10
TOTAL-- 6 52 58 4 28 32 635 41

Fuente: Laboratorio de la D.G.S.S.
Centro de Salud No. 2 y Disp. Municipal No. 3

Este cuadro sistetiza los resultades obtenidos en
los tres métodos de diagndstico empleados para la detec
cidn de Gonorrea en cuanto a los casos positivos se re-
fiere, encontradndose que el Frote de Gram detectS un to
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tal de 58 casos (58%), el Test LAL detectd un total de
41 casos (41%), mientras tanto el Cultivo comprobd un
total de 32 casos (32%). Determindndose que el Frote -
de Gram did un mayor Indice de casos falsos positivos —
que la prueba de Limulus, en base al cultivo de Thayer-
Martin.

CUADRO No. 8
RESULTADOS FINALES OBTENIDOS DE LOS 100 CASOS
ESTUDIADOS POR METODO DIAGNOSTICO EMPLEADO,
EDAD Y SEXO. PERIODO COMPRENDIDO DE
OCTUBRE DE 1983 A ENERO DE 1984

-

Métodos de Diagnds Edad

Cico anRlasaasr S Lo MI5E20 P25026-303L-35

s - - TOTAL
Frote Cultivo Test
Gram de T.M. LAL Sexp JE MATFLIMITE MIUE M
+ + - oo B 1T # 18
-+ o+ o Qs AFET Il L2l 2 9
= + 0.,0..0 4,68 1L @ 1 3
- 0 2 9 2.0 2.0 2 8
+ A - 2 Fezl &L00-8,0.5 23
- “+ = 0 G—=0-"0 =0—10," e 2
- - + 2 2 1 4 0 2 0 1 12
s = = 45— b3 i@~ 25
TOTAL Lir-=22 B2 Q43 -~20+ - 2--18-—1[0
Fuente: Dispensario Municipal No. 3, Centro de Salud

No. 2, Laboratorio-de la D.G.S.S.
En el presente cuadro se puede determinar que de

los 100 casos estudiados, solo en 18 (3 femeninos y 15
masculinos) se obtuvo un resultado positivo para las 3

40

pruebas diagnosticas empleadas. Asi mismo se pudo deter

minar lo siguiente:

— En 9 casos (masculinos todos) se obtuvo resultados po
sitivos para Frote y Cultivo, no asi para Test LAL.

- Fn 3 casos (masculinos todos) se obtuvo resultados po
sitivos para Cultivo y Test LAL, no asi para Frote de

Gram.

- En 9 casos (masculinos todos) se observd positividad
para Frote de Gram y Test LAL, no asi para Cultivo de

Thayer-Martin,

— Fn 23 casos (3 femeninos y 20 masculinos) solo se ob-
serv6 positividad para Frote de Gram, no asi en el -
cultivo, ni en el Test LAL.

Fn 2 casos (uno femenino y uno masculino) se obtuvo -
positividad unicamente al cultivo de Thayer-Martin, -
resultando negativos el frote ni para Test LAL.

— En 12 casos (3 femeninos y 9 masculinos) hubo positi-
vidad unicamente para Test LAL, no asi para Cultivo -
de Thayer-Martin, ni para Frote de Gram.

— De los 100 casos estudiados, hubo un total de 25 ca-
sos que fueron negativos para las tres pruebas de diag
ndstico empleadas.

Asi mismo se puede observar en el presente cuadro
que én cuanto a la totalidad de casos positivos para -
Frote de Gram en relacidn al Cultivo de Thayer-Martin -
fue de 27 casos (3 femeninos y 24 masculinos).

La totalidad de casos positivos para Test LAL en

relacidn a los casos positivos para Cultivo de Thayer-
Martin fue de 21 casos (3 femeninos y 18 masculinos).
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CUADRO No. 9

RESULTADO COMPARATIVO ENTRE CASOS POSITIVOS
PARA FROTE DE GRAM Y TEST LAL 50 EN BASE A
1L0S CASOS POSITIVOS PARA CULTIVO DE THAYER-
MARTIN, OCTUBRE/1983-ENERO/1984.

Medic de Diag- " Nimero de casos Porcentaje
néstico positivos C 7

Cultivo de Thayer-

Martin 3% e

Frote de Gram 27 84.34

Test LAL 50 21 65.62

Fuente: Centro de Salud No. 2 y Dispensario Munici-
pal No. 3 y Lab. D.G.S.S5.

Como se observa en este cuadro el nlmeroc de casos
positivos comprobados con cultivo de Thaver-Martin fue
de 32 casos.,

En base a esto se pudo determinar que el Frote de
Gram detectd un nimero mayor de casos o sean 27 (84.34%)
de los 32 con cultivo comprobado, en relacidn a la prue
ba de Limulus que solo detectd un total de 21 casos o
(65.62%), de los 32 casos positivos para Cultivo de Tha
ver-Martin, o

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

lLos resultados obtenidos en los pacientes con sin-
 tomatologfa de Gonorrea, demuestran que la prueba diag-
néstica del test LAL para detectar la enfermedad, se re
- duce a un 65.62% de efectividad en base a los resultaﬁj
~dos alcanzados con el medio selectivo de Thayer-Martin.
Este resultado fue bajo en relacidn al obtenido por el
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Frote de Gram que fue del 84.34%, siempre en base al eul
tive.

El test LAL dif un total de 41 casos positivos de
los 100 en estudio, o sea que en relacidn al cultivo de
Thayer-Martin este Test dio un total de 20 casos falsos
positivios (29.41%), pudiéndose deber esto a que algunas
muestras se les ajustd el Ph para que estuvieran entre
6 y 8, agregandoseles Na¢ OH pudiendo este alterar el gel.
Estos casos falsos positivos fueron en base a los 68 ne
gativos.

En cuanto al frote de Gram este did un total de 58
casos positivos, o sea que en relacidn al Cultivo de -
Thayer-Martin, did un total de 31 casos falsos positi--
vos (45.58%) de los 68 negativos para el Cultivo, por —
1o tanto se comprobd que el Frote de gram dif un alto
fndice de falsos positivos en relacidn al Test LAL.

Los resultados obtenidos con el Test LAL son bajos
en relacidn a estudios similares efectuados anteriormen
te (12,13,16,17), como los efectuados por Prior y Cols.
en donde el Test LAL detectd el 100%Z de 61 casos compro
bados para Gonorrea. (12)

Los bajos resultados alcanzados por el Test LAL -
pueden deberse a varios fsactores por ejemplo: Es la pri
mera vez que se usa en nuestro medio, y su alto costo
1imitd la investigacién a efectuar una muestra o prueba
por caso y no en duplicado como lo recomiendan. (3)

El método que se utilizd para realizar la prueba -
LAL fue la de gelacidn vrs. no gelacidn en su punto fi
nal de dilucidn, y se necesitaron 2 sets de Test LAL 50,
para 50 muestras cada uno, con un valor aproximado de
Q. 125.00 quetzales por unidad, y lo distribuyen los La
boratorios Difco de Detroit, Michigan, USA.

El frote de Gram representa um medio diagndstico —
presumtivo m@s econdmico, en comparacidn con la prueba
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LAL, empero lo que persiguid este estudio fue el de ver CONCLUSIONES
como funcionaba este nuevo método diagnfstico en nues--
tro medio, y ver si era ?figaz en la deteccidn precoz - i Y En el presente estudio, se comprobd que de los 100
de la enfermedad gonorreilca, paclentes con sintomatologia de Gonorrea, un total
] 1 de 41 casos fueron positivos para la prueba LAL. -
Todo el material usado tanto para la obtencidn co- De estos solo 21 concordaron con los 32 casos com
mo realizacidn del estudio, a excepcidn del Test LAL, - probados don cultivo, o sea que solo detectd el —
fue proporcionado por el Dr, César Leonel Gonzédlez Ca-- 65.62% de estos. Asf mismo se obtuvo un total de
m§fgo, Jefe del laboratorio Microbioldgico de la Direc- 20 casos que fueron positivos, de los 68 negativos
cifn General de Servicios de Salud. al cultivo, o sea que tuvo un Indice de falsos po-

sitivos del 29.417%.

2 El frote de Gram demostrd un total de 27 casos po-
sitivos o sea 84.34%, en base a los 32 casos proba
dos para cultivo de Thayer-Martin. As1 mismo demos
t18 un alto Indice de casos falsos positivos o sea
31 casos (45.58%). Esto comprobd que el frote de
Gram es efectivo en la deteccién temprana de la en
fermedad, pero también comprobd que da un alto in-
dice de falsos positivos para la misma.

3y Comparando los resultados del frote de Gram con los
obtenidos por el test LAL, se comprobd que el fro-
te Gram fue mds efectivo en detectar casos positi~-
vos de gonorrea comprobados por Cultivo, o sea un
84.34%, en tanto que el Test LAL obtuvo un 65.62%
de positividad. Lo que demuestra que el Test LAL
resultd inferior al Frote de Gram en la deteccidn
precoz de Gonorrea, esto efectuando la prueba LAL
simple vy no en duplicado como lo han recomendado.

(3)

4. Se determind que en una poblacifn de 100 casos con
caracteristicas o sintomatologia de Gonorrea, solo
el 32% resultd con esta enfermedad comprobada por
cultivo, en comparacidn con la utilizacién de las
pruebas presumtivas usadas, siendo de un 58% para
el frote de Gram y de un 417 para la prueba LAL.
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RECOMENDACIONES

Efectuar estudios en el futuro similares al presen
te, solo que utilizando una mayor cantidad de ca-
sos y por ende una mayor cantidad de Test LAL, to-
mando como base la metodologia empleada en este es
tudio, y asi comparar los resultados obtenidos.

Efectuar la prueba del Test de Limulus en duplica-
do a cada muestra paraun mejor indice de positivi-
dad vy confiabilidad de la misma. Esto al realizar
futuras investigaciones.

Serfa necesario que en nuestro medio que a todos -
los casos con sintomatologia de Gonorrea, se les
efectfie en la medida de las posibilidades Cultivo

de Thayer-Martin, y no solamente se basen en el -
frote de Gram, ya que este da un alto Indice de -
falsos positivos.

47




RESUMEN

El test de Limulus (LAL test), es una prueba que =
se caracteriza por detectar endotoxinas en los microor-
ganismos Gram negativos exclusivamente, y desde 1964 en
que Levin y Bang detectaron que la sangre del cangrejo
Limulus se ponia firme en presencia de las endotoxinas
de los microorganismos Gram negativos su usoO ha venido
en aumento.

Este test ha sido empleado en varios estudios so-
bre orina, LCR, sangre ¥y exudados uretrales, ¥ realizan
do varios estudios relacionados con gonorrea. (9,012,138,

16,17) .

El inter&s que persiguid esta investigacidn fue la
de utilizar este test LAL por primera vez en nuestro me
dio y ver la efectividad en la deteccidn precoz de la -
gonorrea emn nuestro medio.

Fn esta investigacidn se tomaron un total de 100 -
casos con sintomatologia de gonorrea de los centros de
Salud No. 2 y Municipal No. 3, de los cuales 20 resulta
ron femeninos y 80 masculinos,de edades comprendidas en
tre los 15 y 35 afios de edad, a quienes luego de tomdr-
seles una breve historia clinica se les tomd muestras -
para Gram, Limulus ¥ cultivo de Thayer-Martin, obtenien
do los sigulentes resultados.

Por medio del cultivo de Thayer-Martin se obtuvie-
ron un total de 32 casos positivos (4 femeninos y 28 ma
culinos), resultando 68 casos negativos. En tanto que
los resultados obtenidos por 1os métodos presumtivos de
Gram y Limulus fueron los siguilentes: Gram 58 casos po-
sitivos (6 femeninos y 52 masculinos) y Limulus 41 ca-
sos positivos (femeninos 6 ¥ masculinos 35).

Fn relacidn a los 32 casos detectados por cultivo
de Thayer-Martin, el frote de Gram fue positivo en 27 =
casos de estos, o sea el 84 .34%. En tanto que el test
de Limulus diagnosticd de estos 32 casos solo 21 o se:
el 65.627% o
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