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LNRNP: Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patogenas.

LOS: Lipo-ologosacaridos.

NCCLS: Comité Nacional para Normas de Laboratorio Clinico.

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

OPS: Organizacién Panaméricana de la Salud.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PFGE: Electroforesis en gel de campo pulsado.

PP/TRNG: Aislamientos de Neisseria gonorrhoeae productores de penicilinasa y con alto nivel
de resistencia la tetraciclina.

PPNG: Aislamientos de Neisseria gonorrhoeae productores de penicilinasa.

QRNG: Resistencia cromosomal a las quinolonas.

ROP: Regién del Oeste del Pacifico.

RSEA: Region del Sudeste de Asia.

TCG: Medio de Transporte y Conservacion para Gonococos.

TMM: Medio de Thayer Martin Modificado.

TRNG: Aislamientos de Neisseria gonorrhoeae con alto nivel de resistencia a la tetraciclina.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.



SINTESIS

Por primera vez se estudiaron 91 cepas aisladas del tracto genitourinario de pacientes de 11
provincias de Cuba. Sesenta y dos aislamientos (68%) mostraron resistencia a la penicilina
(CIM 2> 2 mg/L), 27 (29,7 %) susceptibilidad intermedia (CIM 0,12-1 mg/L) y 2 (2,2 %)
fueron susceptibles (CIM < 0,06 mg/L). El 83,5% de las cepas estudiadas resultaron resistentes
(CIM 2= 2 mg/L) a la tetraciclina y ninguna susceptible (CIM < 0,25 mg/L). Una parte
importante de los aislamientos estudiados fueron productores de penicilinasa (PPNG) (56%) y
mostraron altos niveles de resistencia a la tetraciclina (TRNG) (63,7%). Se identificaron 5 cepas
resistentes a la azitromicina y 49 con susceptibilidad intermedia. No se encontraron cepas con
resistencia ni susceptibilidad intermedia a la ciprofloxacina, espectinomicina ni ceftriaxona. Seis
perfiles plasmidicos se identificaron, el mas frecuente fue el de 2,6-3,2-25,2 MDa. Predominé
el determinante #+M tipo Americano y las clases de auxotipos/serovares mas frecuentes
resultaron ser la proto/IA-6, P-/IA-6 y proto/IB-1. La estructura de poblacién de las cepas
estudiadas estuvo compuesta por cuatro fenotipos principales, mientras que aislamientos
procedentes de las tres regiones del pafs, aisladas en los afios 1995,1996 y 1997, contribuyeron
a la incidencia dentro del cluster I mayor identificado por el analisis de los patrones de
macrorrestriccion en electroforesis en gel de campo pulsado. Cepas de gonococo relacionadas
con aislamientos del “cluster” I (17 aislamientos) deben constituir el grupo principal de

transmision de la enfermedad y diseminacion de la resistencia en nuestro pafs.
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CAPITULO I- INTRODUCCION

Neisseria gonorrboeae, cominmente llamado gonococo, es el agente etiologico de la gonorrea, una
enfermedad que ocurre solamente en humanos. Este microorganismo infecta el epitelio de las

superficies mucosas expuestas de uretra y endocervix, y con menor frecuencia el recto y la

orofaringe (Handsfield, 1990).

La gonorrea es una infeccion de transmision sexual (ITS), una de las enfermedades infecciosas
mas difundidas y una causa de morbilidad aguda y crénica en todo el mundo, aconteciendo en un
estimado de 60 millones de casos nuevos cada ano (Ison ez a/, 1998; Viscidi ef a/, 2000). Los datos
suministrados por la OMS son un subregistro de la incidencia real de esta enfermedad en el
mundo, debido a que algunos pafses no informan a dicha organizaciéon y otros cuentan con
sistemas de salud que no pueden estimar correctamente la frecuencia de la enfermedad (Barnes y

Holmes, 1984).

El no tratamiento de esta infeccion, o el fracaso terapéutico provoca consecuencias perjudiciales
para el enfermo y la comunidad. En la mujer, muchas veces la infecciéon cursa de forma
asintomatica. Se conoce que el riesgo de infertilidad tubaria tras un episodio inicial de
enfermedad pélvica aguda es de un 4%, éste aumenta a un 33% y a mas del 60% después de una
segunda y tercera repeticion de la infeccion, respectivamente; el 6% de los embarazos en mujeres
con antecedentes de inflamacion pélvica son ectopicos, los que pueden causar hasta la muerte. La
infeccion por N. gonorrhoeae es causa frecuente de infeccién post-parto y post-aborto y, en los
recién nacidos puede producir conjuntivitis con graves secuelas. La gonorrea, en los pacientes
tanto masculinos como femeninos, condiciona la diseminacion del VIH al incrementar la carga

viral en el semen o en fluidos cervicovaginales y facilitar la penetracion de la barrera mucosa por

el virus (Cohen et a/, 1997; Ghys ef al, 1997; Cohen 1998; Levine ¢z a/, 1998).

La enfermedad gonocécica no curada puede asi mismo, afectar la fertilidad masculina. Otra de
las complicaciones de la gonorrea es la diseminacién del agente a otros 6rganos del cuerpo como
son la piel, el corazén y las meninges. De igual manera, si no se logra la curacion del enfermo se
causan dafios a la comunidad, ya que aumenta el periodo de la transmisibilidad de la infeccién, se
genera un incremento en el nimero de consultas médicas, del consumo de antimicrobianos vy,

por tanto, de la posibilidad de seleccion de microorganismos resistentes. Por sélo mencionar un
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pais, Estados Unidos de Norteamérica, en un afio, la enfermedad pélvica aguda por IN. gonorrhoeae
cost6 300 millones de dolares, pero con el costo de las secuelas, esta cifra asciende a 1.25 billones
de dolares (Westrom y Mardh, 1983; Barnes y Holmes, 1984; Robertson, 1984; Benenson, 1992;

Center for Disease Control, 1993).

El desarrollo y uso de los antimicrobianos han sido de los objetivos mas importantes planteados
para el control de las enfermedades bacterianas en el siglo XX; su introduccion a mediados de la
década del treinta abri6 las puertas a una era en la que las enfermedades no infecciosas
comenzaron a superar en frecuencia a las infecciones, en las estadisticas de la morbilidad. En la
década de los afios sesenta, estudiosos del tema llegaron a plantear incluso que la victoria sobre
las enfermedades infecciosas era inminente. Desgraciadamente, ahora, al comienzo del siglo XXI
a la introduccién de cada nueva droga le sigue la emergencia de microorganismos con nuevos
mecanismos de resistencia bacteriana. Esto ha hecho que los encargados de enfrentar el
tratamiento de las infecciones cuenten con un arsenal cada vez mas pequefio de firmacos
eficaces. LLa consecuencia directa de este fendémeno es la aparicion de cepas multirresistentes que
ponen en peligro el control de enfermedades como la tuberculosis, o que surjan gérmenes como
el estafilococo que responden solamente a la vancomicina, y enterococos resistentes a todo tipo
de antimicrobianos conocidos. La soluciéon de este problema involucra muchas esferas de la
medicina, donde la vigilancia microbiolégica y el control en la administracién de antimicrobianos
aportaran mejores resultados que el disefio y produccién de nuevos medicamentos (Murray,

1994; Armelagos, 1998).

N. gonorrhoeae no escapa del grupo de infecciones adquiridas en la comunidad que han
desarrollado cambios en la susceptibilidad frente a los antimicrobianos, lo cual ha ocasionado

numerosas variaciones en los esquemas de tratamiento recomendados.

El origen genético de la resistencia antimicrobiana de N. gonorrhoeae se debe a mutaciones en el
cromosoma y a la adquisicion de plasmidios que portan genes de resistencia a los
antimicrobianos. La resistencia de tipo cromosémica aparecié en los afios cincuenta y se han
descrito dos clases: la primera es especifica a una sola droga, debido a una sola mutacién y el
nivel de la resistencia es alto; la segunda involucra mutaciones en varios locus del cromosoma, la

combinacion de estas mutaciones determina tanto el nivel como el patrén de la resistencia (Lind,

1997).
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El fenémeno de la resistencia plasmidica esta ampliamente difundido en todo el mundo,
alcanzando niveles de endemia en muchas regiones; las cepas con estos altos niveles de
resistencia confieren, ademas, el peligro de la transmisién horizontal de esta caracteristica
biolégica (Dillon y Yeung, 1989). Asi se evidencia que N. gonorrhoeae ha demostrado una gran

adaptacion a la presion evolutiva impuesta por la farmacoterapia en los tltimos 50 afios.

Para conocer a profundidad el comportamiento de la enfermedad gonocécica se recomienda
adoptar un punto de vista multidisciplinario. I.a gonorrea se distribuye desigualmente en la
poblacién y los factores sociales determinan la persona que sera infectada, por lo tanto los
estudios epidemiolégicos relacionados con el control y con el impacto de la adaptacion del
gonococo a las condiciones de su ambiente (resistencia antimicrobiana), tienen su base en la
participaciéon necesaria de los microbidlogos de la salud publica, especialmente aquellos que
desarrollan la caracterizacion de los aislamientos en el “Laboratorio Nacional de Referencia”

mediante las técnicas mas novedosas de laboratorio (Barnes y Holmes, 1984).

Los principales métodos contemporaneos usados para la caracterizacion de cepas de .
gonorrhoeae incluyen, ademas de los estudios del perfil de susceptibilidad antimicrobiana y
plasmidico, la determinacién del auxotipo, el serovar y aquellos que permiten conocer el tipo
genético de poblaciones bacterianas, como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

(Knapp ez al., 1987 a; Knapp e al., 1987 b; Xia et al., 1995).

Estos sistemas de tipificaciéon permiten distinguir entre poblaciones de gonococo diferentes y
seguir la huella de fenotipos o subtipos individuales durante su diseminacién, ademas,
constituyen un potencial para estudios detallados de la microepidemiologia de la gonorrea en la

comunidad (O’Rourke y Stevens, 1993).

La dinamica de transmisién de la gonorrea puede estar asociada con factores independientes y
dependientes del microorganismo (el gonococo), pudiendo mencionarse en este dltimo caso la
virulencia, la infectividad y la capacidad intrinseca para colonizar, persistir e infectar la superficie
de la mucosa del huésped. De la misma forma, subtipos particulares de gonococo pueden
asociarse a pacientes con determinada caracteristica social o geografica (Morse ez al, 1982) y tales
asociaciones pueden influir en la prevalencia de patrones de susceptibilidad antimicrobiana. De

todo esto se puede inferir que la resistencia antimicrobiana es una prioridad subordinada a otros
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factores determinantes en la transmision y sobre vivencia del gonococo (Rowbotham ez a/, 1994).

En Cuba ha ocurrido un incremento en la notificaciéon del nimero de casos de gonorrea,
ascendiendo de 130 en el afio 1960 y a mas de 45 000 en 1995 (Ministerio de Salud Publica,
1997a). A pesar de estos reportes, en nuestro pafs no se cuenta hasta el momento con un sistema
de vigilancia continuo de las cepas que circulan. El Programa Nacional de Control de la
Gonorrea recomienda el examen de las secreciones del aparato genitourinario mediante la
coloracion de Gram como unico método de diagnéstico, debido a que por problemas
econémicos no se puede asumir el costo del cultivo e identificacién de IN. gonorrhoeae en la red de
laboratorios de las unidades de atenciéon del nivel primario y secundario. Estos elementos han
determinado también el escaso e irregular envio de cepas desde los laboratorios de la red al
Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patogenas del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri”. Por otra parte, el "Programa de Control de la gonorrea™ considera a la penicilina
y la tetraciclina, desde hace casi mas de 30 afios, como la primera y segunda droga de eleccion en

el tratamiento de la enfermedad gonocécica (Ministerio de Salud Publica, 1997b).

No es por accidente que surjan aislamientos de N. gonorrboeae resistentes a los antimicrobianos en
areas donde el uso y la susceptibilidad a las drogas empleadas en el tratamiento de la enfermedad
gonococcica no son supervisados y controlados. Asf surgio la resistencia cromosomal y mediada
por plasmidios a la penicilina y la tetraciclina, que se diseminé desde regiones como el Sureste de
Asiay Africa (Willcox, 1970; Ashford, 1976; West et a/, 1995), lo que hoy dia sigue sucediendo en
muchas regiones y es una consecuencia del mal uso de estos antibiéticos poco costosos y de gran
disponibilidad en todo el mundo. De manera similar, ha ocurrido la resistencia a la
espectinomicina, la que ha desaparecido virtualmente después que se dejé de usar como droga de
primera linea en el tratamiento de la enfermedad gonocédccica, y mas recientemente ha emergido
y se ha diseminado la resistencia a las quinolonas desde estos mismos focos (WHO Western

Pacific region, GASP, 1997).

En el presente estudio nos proponemos analizar el comportamiento de la susceptibilidad
antimicrobiana y del perfil plasmidico de un grupo de cepas aisladas en 11 provincias de Cuba y
sefialar algunos elementos que han influido en la evolucién de la resistencia antimicrobiana del
gonococo, asi como establecer la relacién e incidencia de dichos aislamientos segtn las clases

individuales de A/S encontradas y su comportamiento genético.
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I.1. HIPOTESIS

En Cuba, los aislamientos de N. gonorrhoeae con alto nivel de resistencia plasmidica a la penicilina
y la tetraciclina son endémicos y mas frecuentes que aquellos con resistencia cromosomal a estas

drogas.
I.2. OBJETIVOS
General:

Contribuir a la vigilancia de la resistencia antimicrobiana de los aislamientos de N. gonorrhoeae
realizados en Cuba, mediante el empleo de los marcadores epidemiolégicos contemporaneos

utilizados en su caracterizacion.
Especificos:

1. Estudiar el comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de IN. gonorrhoeae
aisladas de pacientes en Cuba.

2. Conocer el perfil plasmidico de los aislamientos de N. gonorrhoeae obtenidos e identificar el
tipo de determinante z#-M de los plasmidios de 25,2 MDa de dichos aislamientos.

3. Estudiar la distribucién de auxotipos y serovares de las cepas de IN. gonorrhoeae estudiadas.

4. Identificar “clusters” entre las clases mayores de A/S mediante el analisis de los patrones de
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado obtenidos con el empleo de las enzimas de

restriccion Nhel y Spel.

1.3. NOVEDAD CIENTIFICA

Datos confiables de susceptibilidad antimicrobiana de N. gonorrboeae no son faciles de obtener
sobre todo en paises subdesarrollados. Sin embargo, aquellos que estan disponibles sugieren que
el gonococo continda desarrollando resistencia a los agentes antimicrobianos de menor costo y
mayor disponibilidad, y también a los mas recientemente introducidos en el tratamiento de la
gonorrea. La novedad cientifica de esta investigacion consiste en que por primera vez en
nuestro medio se realiza un estudio epidemiolégico-molecular del comportamiento de la
resistencia antimicrobiana en cepas de N. gonorrboeae procedentes de 11 provincias de Cuba,

mediante el empleo de los métodos de caracterizacion fenotipicos y genotipicos
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contemporaneos. Se establece un punto de referencia para el seguimiento de la diseminacién y/o
emergencia de tipos y subtipos de aislamientos de gonococo que exhiben resistencia a los
antimicrobianos recomendados actualmente por la OMS en el tratamiento de la enfermedad

gonococcica.

1.4. VALOR TEORICO

El presente estudio permite conocer la estructura basica fenotipica en una poblacion de cepas de
N. gonorrhoeae procedentes de 11 provincias de Cuba e identifica los determinantes genéticos
responsables del alto nivel de resistencia a la penicilina y la tetraciclina. Igualmente permite
suponer cual es el grupo principal de la transmisién de la enfermedad y diseminacién de la

resistencia en nuestro medio.

I.5. VALOR PRACTICO

Esta investigacion se consolida a raiz de la incorporacion del Laboratorio Nacional de Referencia

5
1

de Neisserias Patogenas, Instituto “Pedro Kouti”, de Cuba al Programa de Vigilancia de la
Susceptibilidad Gonocdccica a los Antimicrobianos (GASP) en las Américas y el Caribe.
La mayor parte del estudio fue desarrollado en el Laboratorio de N. gonorrhoeae (Centro
Coordinador de la Organizacién Mundial de la Salud / Organizacién Panamericana de la Salud -
Universidad de Ottawa, Canada), lo que permitié el entrenamiento y capacitacion de un
profesional en el diagndstico, asi como en el aseguramiento y control de la calidad de los
métodos necesarios en la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana. Los resultados
obtenidos en este trabajo forman parte del reporte nacional y regional de la resistencia
antimicrobiana de N. gonorrhoeae, lo que contribuye al analisis y establecimiento de nuevas pautas
de tratamiento de la gonorrea en Cuba. La introduccién y el empleo de los marcadores
epidemiolégicos contemporaneos permiten un monitoreo y vigilancia integral de la
susceptibilidad antimicrobiana en nuestro medio. Los resultados incluidos en esta tesis se
presentaron en seis eventos cientificos internacionales y se han publicado en tres revistas
indexadas internacionalmente y en un libro (OPS). Ademas, contribuyeron a tres logros

institucionales de la ciencia.
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TITULO II- REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Recuento histérico de la enfermedad gonocodccica

El origen venéreo de la gonorrea, enfermedad humana causada por N. gonorrhoeae, también
llamado gonococo, fue conocido desde la antigiiedad. Se hace referencia a ella en el Viejo
Testamento de la Biblia, Levitico capitulo 15, asi como en escritos primitivos chinos y egipcios

(Hook y Handsfield, 1990).

La descarga uretral caracteristica de esta enfermedad fue descrita por el emperador chino
Huan-Ti en el afio 2 367 a. E.C. Esta también fue descrita por Hipocrates (400 a.E.C.), v el
famoso médico griego Claudio Galeno (130 d.E.C) introdujo su nombre. El término gonorrea
deriva del griego gonos (semilla) y rhein (fluir) y se llama asi por la semejanza que guarda la
descarga uretral purulenta, caracteristica de la infeccién, con la eyaculacion del semen. La
enfermedad tiene una serie de denominaciones populares tales como “clap”, “gota militar”,

“semilla”, y “gota de la mafiana”. El término clap proviene del francés clapoir (burdel), ya que

al principio la infeccién se relacionaba con prostitutas (Guthe, 1971; Hook y Holmes, 1985).

En el afio 1 500 se crefa que la sifilis y la gonorrea eran una misma enfermedad (Guthe, 1971).
En este sentido, Paracelso, un maestro de gran influencia en el siglo XVI pensaba que la
gonorrea era un sintoma precoz de la sifilis. Asi, para distinguir entre ambos procesos el
célebre médico inglés John Hunter se inoculé exudado purulento procedente de un enfermo
con la enfermedad gonocoécica, pero lamentablemente el donante padecia ambas infecciones
(Mendiola, 1989). Hubo que esperar hasta la mitad del siglo XIX para diferenciar claramente
estas enfermedades, cuando en 1830, Ricard demostré de forma categérica la diferencia

(Mendiola, 1989).

La naturaleza infecto-contagiosa de esta enfermedad se establecié en 1876 en Inglaterra por
John de Ardene, quién describié la uretritis contagiosa (Laga, 1994). El unico hospedero

natural de IN. gonorrhoeae es el hombre y se transmite de persona a persona. (Lind, 1986).

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

presencia de diplococos arrifionados gramnegativos intracelulares (Dans, 1975). Neisser en
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1879 encontr6 el agente etiolégico de la gonorrea en exudados coloreados y en 1881, Listikov y
Loeffler lograron cultivar este microorganismo. Bumom, en 1885 con un estudio detallado
consider6 al gonococo como el agente causal de la gonorrea (Kaye, 1985; Handsfield, 1990;

Evangelista y Beilstein, 1993).

En 1911 y en 1919, Leiz y Browson reportaron la localizaciéon faringea de la infeccion,
respectivamente (Reyn, 1977) y en 1964 Thayer y Martin proponen un nuevo medio para el
cultivo de N. gonorrhoeae, el cual ellos modificaron en 1966, dando mejores y mayores

posibilidades para su aislamiento (Henderson, 1975).

I1.2. Panorama mundial de la incidencia y prevalencia de la enfermedad gonocéccica

Los datos sobre la incidencia de la gonorrea son a menudo dificiles de obtener, debido a que
algunos paises no hacen informes a la OMS y no cuentan con un sistema de salud que pueda
estimar correctamente la frecuencia de la enfermedad. Ademads, la validez de estos informes
esta comprometida por: 1) la falta de un criterio diagnéstico uniforme, 2) la dificultad del
diagnostico clinico en las mujeres, y 3) la dificultad para identificar la enfermedad gonocdccica
invasiva (Barnes y Holmes, 1984). Recientes estimados globales hechos por la OMS sugirieron
que de los aproximadamente 62 millones de casos de enfermedad gonocéecica, adquirida en el
afio 1995, la mayoria ocurri6 en el Sur y Sudeste de Asia, en la regién sub-Sahariana de Africa y
América Central y del Sur. De lo que se puede decir que los paifses subdesarrollados exhiben

tasas mas altas de la enfermedad que los paises desarrollados (Gerbase ez 4/, 1998).

Para hombres, el estimado de prevalencia de la gonorrea (en adultos con edad entre 15 y 49
afios) en el afio 1995 fue del 2% en Africa sub-Sahariana, 1% en el Sur y Sudeste de Asia y
0,6% en América Latina y el Caribe. Las tasas, por ejemplo, en el Oeste de Europa (0,07%), y
0,1% en el Norte de América y Australia constituyeron una décima parte de aquella estimada

en pafses desarrollados (Gerbase ez al, 1998).

Las tasas de prevalencia para mujeres fueron aun mas altas que en hombres alcanzando el 2%
en el Africa sub-Sahariana, 1,4% en el Sur y Sudeste de Asia y 1,1% en América Latina y el
Caribe. Una vez mas, por la via de la comparacion, las naciones desarrolladas tuvieron mas baja
proporcion de la poblacion femenina infectada; 0,2% en el Oeste de Europa y 0,4 % en Norte

América, Australia y Asia respectivamente. A pesar de que estos mismos autores reconocen las
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deficiencias de estos datos, en cuanto a la calidad como la cantidad, hicieron estimados de la
incidencia para ese afio 1995. Las tasas mas altas por 1 000 habitantes de la poblacién con
edad entre 15 y 49 afios fueron sefialadas en Africa sub-Sahariana (hombres 57,71, mujeres
65,47), Sur y Sudeste de Asia (hombres 30,03 y mujeres 31,8), y América Latina y el Caribe
(hombres 27,56 y mujeres 29,23). Las tasas mas bajas estuvieron en el Este de Asia y el Pacifico
(hombres 4,35 y mujeres 3,79), Oeste de Europa (hombres 5,59 y mujeres 6,01), y Norte
América, Australia y Asia (para ambos hombres 10,85 y mujeres 12,04) (Gerbase ez al., 1998).

Este panorama (62 millones de casos en 1995) fue de una magnitud significativamente mayor
que en 1990 cuando el estimado de la OMS estuvo alrededor de los 25 millones de nuevos
casos de gonorrea. Es importante, sin embargo, tener en cuenta que en cada estudio existieron
diferencias metodologicas significativas. Es perceptible la inseguridad sobre los datos
actualmente disponibles y la importancia que tiene en ello la coleccién de los datos de
incidencia y prevalencia (Tapsall, 2001). Finalmente, el numero de nuevos casos esperados de
la enfermedad gonococcica para 1999 fue similar al estimado en 1995 como se ilustra a

continuaciéon (Anénimo, 2001):

Tabla 1. Estimado de nuevos casos de gonorrea (en millon) en adultos, 1995 y 1999.

1995 1999
Region Mujetes ~ Hombres Total Mujetes  Hombres Total
América del Norte 0.92 0.83 1.75 0.84 0.72 1.56
Oeste de Europa 0.63 0.60 1.23 0.63 0.49 1.11
Africa del Norte 0.77 0.77 1.54 0.68 0.79 il A%
y Oriente Medio
Este de Europa — Asia 1.16 1.17 2.32 1.81 1.50 3.31
Central
Africa Subsahariana 8.38 7.30 15.67 8.84 8.19 17.03
Sur y Sudeste de Asia 14.55 14.56 29.11 15.09 12.12 27.20
Este de Asia y Pacifico 1.47 1.80 3.27 1.68 1.59 3.27
Australia y  Nueva 0.07 0.06 0.13 0.06 0.06 0.12
Zelanda
América Latina y el 3.67 3.045 7.12 4.01 3.26 7.27
Caribe

Total 31.66 30.54 62.15 33.65 28.70 62.35
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La incidencia de la gonorrea, al igual que de otras enfermedades de transmision sexual, es
afectada por la influencia de otros factores incluyendo patrones de conducta sexual, poblacién
demografica y condiciones econémicas y sociales (Piot y Islam, 1994). La influencia de algunos
de estos factores constituyen un punto de continuas reflexiones y, es ademas de una gran
relevancia en la comprension del papel de la terapia antimicrobiana apropiada y el control de la

enfermedad gonocdccica (Anénimo , 1999b).

I1.2.1. Paises desarrollados

Entre los paises industrializados del Oeste se observé un incremento de la incidencia de la
enfermedad gonocdccica durante la Segunda Guerra Mundial, después le siguié una
disminuciéon de los casos en los afios cincuenta y entonces otro incremento hasta los setenta
cuando ocurrié otro descenso. Una continua disminucion de las tasas de gonorrea en Suecia y
algunos otros paises de Europa en la década de los ochenta y primeros afios de los noventa
llev6 a la desaparicion virtual de la enfermedad endémica (Kohl, 1994; Tapsall, 2001). Por
ejemplo en Suecia la tasa de incidencia en 1970 fue de 487 casos por 100,000 habitantes, pero
decliné desde los setenta a través de los ochenta hasta alcanzar menos de 5 por 100,000
habitantes en 1992. Esta disminucién fue atribuida a un programa sostenido combinado de
informacién y educaciéon con un uso extendido de facilidades diagnésticas para reconocer las
infecciones asintomaticas y sintomaticas, acoplado a un tratamiento efectivo (Kihlstrom y

Danielsson, 1994).

En algunos paises industrializados del Oeste de Europa la disminucién fue menos marcada
hasta la aparicion del virus de la VIH y el SIDA. La publicidad relacionada con la transmision
sexual del VIH y el cambio del comportamiento que acompafié a este incremento de la
conciencia resulté en tasas de gonorrea sustancialmente disminuidas en el Oeste de Europa,
Australia, y los Estados Unidos de América en los ochenta y principios de los noventa (Weller
et al., 1984; Carne et al, 1987; Australian gonococcal surveillance programme, 1988; van de

Laar ez al., 1990; van de Laar ez al, 1997; Kyriakis e al., 1999).

Al final de la década de los noventa existian evidencias de que la incidencia de la enfermedad se
incrementaba de nuevo en algunos sectores de estas comunidades. En los Estados Unidos

aunque las tasas de la enfermedad gonocdccica contindan disminuyendo desde el total de los
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casos, la incidencia en hombres homosexualmente activos parece estar aumentando en algunas
ciudades (Whittington ez al., 1997; Fox et al., 1998; Handsfield et al., 1999; Page-Shafer ¢z al.,
1999). En Europa y Australia, hallazgos similares han sido reportados (van den Hoek ez 4/,

1990; Australian gonococcal surveillance programme, 1999).

Las dificultades relacionadas con una vigilancia confiable en Europa del Este y Asia Central
han sido citadas recientemente (Waugh, 1999). En esta regiéon ha habido una marcada
disminuciéon de la bisqueda masiva y seguimiento de contactos, por lo que los datos
reportados subestiman hoy dia la verdadera magnitud de la epidemia. Adicionalmente, y
especialmente para la gonorrea, los pacientes no son atendidos en clinicas del estado y son
tratados por ellos mismos o practicantes privados de la medicina. Se piensa que solamente un
5% de los casos de gonorrea son ahora reportados y que aun este bajo nivel de reporte se

agudizara adicionalmente (Tapsall, 2001).

I1.2.2. Paises en desarrollo

El cuadro esta lejos de la realidad y menos claro en los paises en desarrollo. Es aceptado que
las tasas de la enfermedad gonocdccica son mucho mas altas que en todos los paifses
desarrollados y que tasas disparejas son reportadas desde diferentes paises y subgrupos (Piot y
Islam, 1994; Gerbase e al, 1998). Con relacion al control de las infecciones de transmision
sexual la situacion en los pafses subdesarrollados ha sido comparada con la de los paises
desarrollados a principios del siglo XX (Catchpole, 1996). Estimados de prevalencia incluyen
tasas de entre 10 al 12% en consultas de planificacién familiar y clinicas pre-natales (Pham-
Kanter et al, 1996) y 14,3% en trabajadores del sexo femenino (Ramjee ez a/, 1998) en
Suréfrica. En Malawi la infeccion cervical con IN. gonorrhoeae fue encontrada en un 5% de la
poblaciéon femenina urbana pre-parto, comparable a la tasa de infecciones en poblaciones de

bajo riesgo en otros paises de la region (Daly ez al, 1997).

El efecto de cambio del comportamiento debido a la publicidad dada a la transmision sexual
del VIH ha sido menos marcada que en los paises desarrollados. Sin embargo, el programa de
control de Tailandia el cual logré una reduccion en la tasa de transmision del VIH, también
consigui6 una reduccién del numero de casos de gonorrea notificados en mas de un 80% en el

mismo periodo desde 1987 a 1993 (Hanenberg e a/ 1994). Gerbase et al. (1998), también
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citaron ejemplos de una disminucién regular en las tasas de ITS en Costa Rica, Chile y
Zimbabwe, pero notaron que otros paises habfan reportado un incremento del nimero de
casos desde 1990. Ellos advirtieron que estos datos podian ser el reflejo de cambios en la
calidad de la vigilancia o del acceso al cuidado de salud. En un estudio longitudinal de 6 afios
hasta 1994 en cuatro pafses de América Latina, las tasas de gonorrea declinaron en tres de ellos

(México, Argentina y Brasil), pero incrementaron en Venezuela (Garcia ¢z a/ 1995).

En China, la adquisicion de datos sobre tasas de gonorrea fue abandonada debido a la pobre
vigilancia en el momento que la enfermedad re-emergié con mayor fuerza en la década del
ochenta. Parte del incremento de las tasas de incidencia cruda fue debido a la mejor vigilancia y
el mejoramiento de las técnicas de diagnéstico (Kim, 1993). Las tasas en las regiones del sur
fueron mas altas que en otras partes del pais e incrementaron sustancialmente hasta 1989 (Kim,
1993). Estimados de la tasa de prevalencia en toda China fueron atin menor del 1% en 1998

(An6nimo , 1998a).

En Mongolia el nimero de casos aumentd desde 51 hasta 142 por 100 000 habitantes en el
perfodo de 1983 a 1995, después de 1990 hubo una disminucién importante en la vigilancia
activa lo que explica los estimados minimos observados (Puredawa ¢z a/., 1997). Datos recientes
de prevalencia en Indonesia estain basados en casos confirmados en el laboratorio usando
técnicas moleculares (Matulessy e @/, 1999) encontrando una tasa de gonorrea del 15% en

trabajadores del sexo de Yakarta, Surabaya y Menado.
I1.2.2.1 En Cuba

El nimero de casos notificados de blenorragia en Cuba tuvo un comportamiento ascendente
desde el afio 1965 (697 casos) hasta 1989 (40 129 casos). Sin embargo, a través de la primera
mitad de los afios noventa las tasas de incidencia fluctuaron de forma irregular. A partir de
1995 (45 200 casos) se observé un descenso continuo en el numero de casos (19 082 casos en
el afio 2000), para una reducciéon del 57,8% (John, 1978; Anénimo, 1999 c). Los grupos de
edades mas afectados se han correspondido siempre con los mas jovenes en plena capacidad
reproductiva, es decir, de 15 a 35 afios. Una apreciacién exacta de la proporcion de casos
segun el sexo pudiera estar comprometida con el hecho de que en un porcentaje desconocido

(la mayoria), de estos casos se realiza el diagnéstico mediante el método de coloracion de
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Gram de las secreciones obtenidas de uretra y endocervix, el cual tiene una sensibilidad muy
baja en la mujer (John, 1978; Anénimo, 1999 c).
I1.3. Taxonomia

Atendiendo a la novena edicion del Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica, N. gonorrhoeae

presenta la siguiente ubicacion taxonémica (Bovre, 1984).

Division I Protofita
Clase 11 Schizomicetae
Orden Eubacteriales
Familia Neisseriaceae
Genero Neisseria
Especie (incluye 13 especies y biovariedades)
Especies patogenas o Neisseria gonorrhoeae
o Neisseria meningitidis

I1.4. Algunas caracteristicas relevantes del gonococo

La biologfa del gonococo constituye un tema fascinante. N. gonorrhoeae es un diplococo
gramnegativo, éste ha sido aislado solamente en el humano, transmitiéndose de persona a
persona fundamentalmente por contacto sexual. Este microorganismo sobrevive pobremente
fuera de su ambiente natural en el hombre y tiene requerimientos nutritivos y ambientales muy
complejos. Su metabolismo es aerobio y alcanza su crecimiento 6ptimo en 18 a 24 horas de
incubacién en medios enriquecidos con sangre, proteinas animales y/o suplementos bien
definidos que contienen aminoacidos, azucares y vitaminas, a una atmosfera de 5-10% de COo,
con temperaturas entre 35 - 37°C y un pH entre 7,2 - 7,6 (Evangelista y Beilstein, 1993; Knapp
y Rice, 1995). Es muy sensible a los cambios de temperatura, pH y humedad, siendo inhibido
también por algunos componentes toxicos del medio como acidos grasos y sales. Para lograr su
aislamiento, a partir de especimenes con flora mixta, se adicionan al medio de cultivo

compuestos inhibidores de la misma (Brooks, 1985; Wodfar, 1988).
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El gonococo es un patdgeno efectivo, y como tal es capaz de evadir las defensas del huésped,
asi persiste dentro de éste y se transmite e infecta a otros susceptibles; de esta manera se
perpetda a sf mismo pero sin llegar, en muchas ocasiones, a causar dafio severo. Un ejemplo de
esta adaptacion y persistencia es la capacidad de producir escasa sintomatologia o enfermedad
totalmente asintomatica especialmente en mujeres, donde puede persistir y diseminarse sobre
largos perfodos. El huésped, al mismo tiempo intenta eliminar a este patégeno a través de un

<

sistema de co-evolucién “ patégeno - huésped”, un proceso Darwiniano que involucra a
ambos, la generacion de diversidad genética en el patégeno y la seleccion de la respuesta

inmunolégica al nivel molecular en el huésped (Brunham ez a/,, 1993).

Una de las principales caracteristicas del gonococo es su alta variabilidad genotipica y
fenotipica, medio a través del cual trata de evadir la respuesta inmune del huésped (Nassif y So,
1995). La variabilidad fenotipica ocurre por la expresion diferente en numerosos sitios del
genoma bacteriano, mientras que la heterogeneidad y comportamiento variable del genotipo
son logrados por la incorporacion de nuevo material genético en dicho genoma (Nassif y So,
1995). El nuevo material genético es adquirido mediante dos procesos: la conjugacion y la

transformacion (Rein, 1991; O’Rourke y Stevens, 1993 ).

Un resultado de la adaptaciéon evolutiva del gonococo al tracto genital es el desarrollo de
requerimientos especiales para su crecimiento “in vitro”, por ejemplo para el CO,, para
sulfuros en forma de cisteina y para el hierro. El gonococo tiene requerimientos multiples y
adicionales en el crecimiento “ in vitro”, lo cual explica las dificultades experimentadas en la
formulaciéon de medios de cultivos y en la obtencion de Optimas condiciones para su
crecimiento. Ademds, afecta la capacidad diagnéstica y empleo o desarrollo de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana en el marco de los métodos tradicionales y accesibles de
laboratorio (Anénimo, 1999 b). Finalmente, la definicion de estos criterios contribuy6 a idear

los medios de auxotipos para la diferenciaciéon de gonococos (Catlin, 1973).

El gonococo tiene una tipica pared celular de bacterias gramnegativas. Muchos de los
componentes de esta pared celular han sido intensamente estudiados y el conocimiento
adquirido sobre estas investigaciones ha ayudado a explicar aspectos de la interacciéon huésped

/ parésito. La adhesion del microorganismo a la supetficie epitelial, su capacidad de atravesar el
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epitelio y su reaccién con los fagocitos estan todos bajo la influencia de la estructura de la

pared celular incluyendo los pelos, proteinas de membrana externa y LOS.

I1.5. Patogenia. Estructuras de superficie del gonococo

El gonococo es un patégeno con gran capacidad de adaptacion al desarrollar con determinada
facilidad resistencia antimicrobiana y al experimentar con alta frecuencia variaciéon antigénica y
de fase de estructuras de superficie (Sparling ez a/, 1986). Ambos mecanismos aseguran un

nivel alto y continuo de prevalencia de la enfermedad gonocéccica (Easmon y Ison, 1987).

Se ha demostrado que la infeccién gonocdecica ocurre en dos fases. Primero la adhesion a la
mucosa y segundo la invasién de la célula epitelial. En una etapa inicial de la adhesion
intervienen factores no especificos como: carga negativa de superficies de ambos elementos
(gonococo y célula huésped), pH e interacciones hidrofébicas (Watt y Ward, 1980).
Estructuras especificas de superficie como los pelos, proteinas de membrana externa (OMP)
como la PII u Opa y el Lipooligosacarido (LOS) median también esta asociacién con la célula
epitelial. El gonococo puede adherirse a células ciliadas y no ciliadas (demostrado en cultivo de
células de trompas de Falopio humanas) (McGee ef al, 1978). Después de adherirse, invade y
entra a la célula epitelial, pasando a través de la célula en el interior de vacuolas a la matrix
subepitelial, donde el gonococo usualmente permanece localizado y causa una intensa reaccion
inflamatoria (Arvidson ez al, 1999). Las células ciliadas son dafiadas por un efecto téxico del
LOS del gonococo (Gregg et al, 1981). Se ha descrito la capacidad de la OMPI para
transferirse e insertarse espontaneamente a membranas celulares con doble capa lipidica. Esta
proteina es capaz de unirse, ademas, a determinada molécula reguladora de la célula eucariota.
El efecto de estas actividades en la patogenia no estia suficientemente claro, pero parece
razonable que OMPI media en eventos importantes de la célula huésped que contribuye a la
sobre vivencia del microorganismo. Algunos consideran que la transferencia de esta proteina
de membrana a membrana constituye una primera sefial en el proceso de invasion al interior de
la célula epitelial (endocitosis) (Blake y Gotschlich, 1987; Judd, 1989; Muller ¢7 al., 1999). En el
interior de las células, el gonococo se multiplica, alcanza eventualmente el lado interno de la

lamina basal y se desarrolla la infeccion (Easmon y Ison, 1987).
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I1.5.1. Pelos

Los pelos son apéndices proteicos, filamentosos también llamados fimbrias, que se extienden
4 um sobre la superficie celular (Swanson ez a/, 1971). Los mismos estin constituidos de una
serie de repeticiones idénticas de subunidades proteicas, la "pilina”, la cual tiene un peso
molecular que oscila entre 16 000 y 23 000 Daltons. Resulta interesante el hecho de que la
“pilina” procedente de colonias opacas de N. gonorrhoeae, tenga diferente peso molecular de

aquella procedente de colonias transparentes (Jephcott, 1971).

Los pelos estan asociados con dos tipos distintivos de colonias (1 y 2). Estudios realizados en
individuos voluntarios, aislamientos clinicos recientes formadores de este tipo de colonia
tienen la habilidad de causar infeccion. Las colonias no piliadas aparecen en pases o subcultivos
sucesivos dando lugar a las colonias tipo 3 y 4, las cuales son menos infectivas (Easmon y Ison,
1987). Los pelos constituyen los mediadores primarios de la adherencia y han llamado la
atenciéon desde un comienzo como candidatos potenciales de vacuna. Los dominios
antigénicos y funcionales de los pelos del gonococo han sido determinados. La “pilina” tiene
de 175 a 180 aminoacidos. Fista puede ser quimicamente separada en tres segmentos por el uso
del bromuro de cianégeno. El primer segmento (CB-1) contiene los primeros siete
aminoacidos y se encuentra localizado en la regiéon N-terminal. El fragmento central CB-2
abarca desde el 8 al 96 aminoacido, mientras que el tercero, ubicado en la porcion
carboxiterminal, del 97 al 177 aminoacido. El fragmento CB-2 es similar y/o conservado entre
las diferentes cepas de N. gonorrhoeae y, ademas, parece contener el sitio de la molécula que es
importante en el ataque a la membrana celular del hospedero. La porcién N-terminal de la
molécula también tiene una secuencia conservada de aminoacidos entre las diferentes cepas, es
de naturaleza hidrofébica y se asocia con la parte hidréfoba de otra molécula de “pilina” con la
insercién de una subunidad proteica sobre el limite de otra para formar un pelo. La region
carboxi-terminal tiene una alta variabilidad de la secuencia aminoacidica entre cepas
(heterogeneidad antigénica) y es muy inmunogénica (Schoolnik es al, 1983; Schoolnik y

McGee, 1985).

I1.5.2. Proteinas de membrana externa (OMPs)
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La proteina I (PI) es una porina B, es la mas dominante de todas las OMPs y estd presente en
todos los aislamientos de IN. gonorrhoeae (alrededor del 60% de la membrana externa) (Derrick e#
al., 1999). Por esta razon, ha sido también usada en algunos estudios como candidato vacunal
(Easmon y Ison, 1987). La Por B del gonococo existe como dos alelos o dos formas de PI
(PIA y PIB o WI y WII/III en la nomenclatura Suiza), las cuales comparten un 80% de
homologia. La diversidad de la porcién expuesta en la superficie de la membrana externa entre
cepas representa un dilema en el comportamiento antigénico y respuesta inmunogénica del
huésped reinfectado. Sobre la base de tal variabilidad “intercepa” se dispone de un método
preciso de serotipificacion, el cual permite monitorear la prevalencia y diseminaciéon de cepas
dentro de una poblacién determinada y correlacionar diferencias funcionales entre cepas con
diferentes tipos estructurales (Judd, 1989). La PI forma poros hidrofilicos en asociacion con la
proteina III en la membrana externa; el didmetro de dichos poros se estima en 2,5 nm y
constituyen canales anién-selectivos para el CI/K* (6:1 para PIB y 3:1 para PIA) (Blake y
Gotschlich, 1987, Judd, 1989), esta funcién es regulada por GTP/ATP (Muller ez al,, 1999).

La expresion de la PII contribuye a la adherencia del gonococo a las células epiteliales “in
vitro” por lo que ha despertado gran interés en los ultimos afios. La PII pertenece a una familia
de proteinas modificables por el calor con un peso molecular de alrededor de los 24-32 000
Daltons (Blake y Gotschlich, 1983). Una sola cepa puede expresar desde ninguna hasta seis PII
con caracteristicas antigénicas diferentes. La expresion de PII estd sujeta a variaciones
antigénicas y de fase (Sparling e a/., 1986). Las cepas que expresan PII forman colonias opacas,
y su ausencia origina colonias transparentes. Las colonias de cepas aisladas de hombres con
infecciéon no complicada y desde el endocervix de mujeres en determinado momento del ciclo
menstrual son opacas, mientras que aquellas procedentes de infeccién diseminada y de
endocervix durante la menstruacién son transparentes (James y Swanson, 1978). De estas
observaciones se infiere que la falta de expresion de la proteina II facilita de alguna forma la
invasion para causar enfermedad sistémica. Aunque la PII ha sido bien relacionada con la
adherencia, la susceptibilidad a la actividad bactericida normal del suero humano, y la

interaccién con polimorfonucleares (Easmon y Ison, 1987).

El gonococo puede evadir la actividad bactericida del suero mediante la expresion de una

proteina modificable por reduccion (Rmp - anteriormente conocida como mproteina III). Esta



Revision Bibliogrifica 18.

proteina tiene un peso molecular de 30 000 en ausencia del agente reductor y del 31 000
seguida de la reduccion; es altamente inmunogénica y es similar en estructura a protefnas de
otras Neisserias y Enterobacterias. Probablemente anticuerpos para estas ultimas proteinas
cruzan de forma homologa y reaccionan con la Rmp resultando en la neutralizaciéon de la

actividad bactericida (Kihlstrom y Danielsson, 1994).

I1.5.3. Lipooligosacaridos

El gonococo produce una cantidad sustancial de polifosfato extracelular, el cual puede excluir
la tinta china y simula una capsula verdadera. Sin embargo, el polifosfato no es antigénico, y es
probable que los informes tempranos sobre la presencia de polisacarido capsular en el
gonococo fueran en efecto debido al aislamiento de LOS (Gotschlich, 1984). E1 LOS ha tenido
un sostenido interés como candidato vacunal, ya que los anticuerpos contra este son
bactericidas. El gonococo tiene LOS en la membrana externa. Este LOS tiene una estructura
similar a aquella de ciertas bacterias gramnegativas excepto que en estos estan ausentes las
cadenas O-laterales antigénicas. El lipido A puede contribuir a las manifestaciones sistémicas
vistas en la forma diseminada de la infeccién gonococcica (Barnes y Holmes, 1984). El LOS,
ademas, puede ser modificado en el gonococo por sialilacién de residuos de galactosa. Por este
medio en el gonococo se simulan epitopos presentes en la célula huésped, evitando, por
consiguiente, algunas respuestas del huésped como la actividad bactericida del suero, activacion

del complemento y formacion de anticuerpos (Anénimo, 2001).

11.5.4. Proteasa IgA

La proteasa IgA no constituye uno de los agentes de superficie del gonococo, sino la primera
exoproteina descrita. La proteasa IgAl es una enzima producida por las neisserias patdgenas,
Neisseria meningitidis y N. gonorrhoeae pero no por neisserias comensales. Su funcién es cortar la
subclase IgAl, por lo tanto es considerada un determinante de virulencia. Un segundo papel
biologico de esta enzima ha sido propuesto como su influencia indirecta en la sobre vivencia

del gonococo al nivel intracelular al alterar las proteinas lisosomales (Lind ez a/., 1997; Ayala e#

al, 1998).
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I1.5.5. H.8 y Azurina modificada por lipidos (Laz)

Cannon 7 al. (1984) también describieron un antigeno denominado H.8 el cual es encontrado
en N. gonorrhoeae y IN. meningitidis. H.8 es una macromolécula expuesta en la superficie del
microorganismo, inmunogénica y compuesta de lipidos y proteina, los anticuerpos inducidos

por ella no son protectores (Behr ez al., 1989; Trees ez al., 1990).

I1.6. Diagnéstico de la enfermedad gonococcica

11.6.1. Diagndstico clinico

Neisseria gonorrboeae causa infeccion tanto del tracto genital (asintomatica y sintomatica) como
extra-genital. Existe un amplio espectro de presentaciones clinicas y también considerable
superposicion de sintomas con otras enfermedades de transmision sexual, particularmente con
aquella producida por Chlamydia trachomatis. Algunos ejemplos de presentaciéon y problemas

asociados con el diagnostico son como sigue:

o Infeccidn gonocdecica no complicada

Las formas mas frecuentes son uretritis en el hombre y cervicitis en la mujer. En el hombre,
perfodo de incubacién se considera entre 1 y 57 dias con una media de 5,8 dfas desde el
contacto. En el hombre con uretritis se observa secrecion uretral purulenta en alrededor del
80% de los casos y ardor al orinar en la mitad de ellos. En un inicio, la descarga puede ser
escasa y serosa. Un 10% de los pacientes pueden estar asintomaticos al momento del
diagnéstico y muchos de estos podrian ser considerados como pre-sintomaticos (Sherrard y
Balow, 1996). Las mujeres con cervicitis pueden presentar algunas veces una secrecion vaginal
abundante y, mucopurulenta. La infeccién uretral puede también estar presente del 70 al 90%
de los casos; cuando estas mujeres han sido intimamente entrevistadas reconocen la presencia
de una secrecién, la que, sin embargo, no fue suficientemente molesta como para solicitar
atencion médica o utilizar algun remedio. El periodo de incubaciéon de la enfermedad en la
mujer es muy dificil de determinar debido a la alta frecuencia (mayor que el hombre) de formas
asintomaticas, y porque si la descarga vaginal esta presente puede ser causada por otros

microorganismos como C. trachomatis y Trichomona vaginalis. Un exudado que es usualmente
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purulento o mucoide puede salir a través de la uretra y conductos de las glandulas periuretrales
y de Bartolino. Otros sintomas en la mujer pueden ser la disuria, sangramiento uterino inter-
menstrual y menorragia, la fiebre y el dolor pueden estar presente (Evangelista y Beilstein,

1993).

®  Infeccion extra-genital

Essta incluye las areas ano, orofaringe y conjuntiva ocular. La proctitis se asocia con dolor ano-
rectal, tenesmo y secrecion rectal purulenta, aunque muchas infecciones en estas localizaciones
son también asintomaticas; la incidencia de la gonorrea ano-rectal en mujeres con cervicitis ha
sido reportada entre un 35 y 50%. La infeccién de la faringe es usualmente asintomatica tanto
en el hombre como en la mujer (90% de los casos) y desaparece espontineamente en un
periodo de 10 a 12 semanas. Los pacientes pueden tener tonsilitis o faringitis y ocasionalmente
fiebre y linfoadenopatias cervicales; los pacientes con faringitis gonocdccica pueden tener
mayor riesgo de desarrollar infecciéon gonocoecica diseminada (Handsfield, 1990; Hook y
Handsfield, 1990, Evangelista y Beilstein, 1993). En las infecciones oftdlmicas la forma clinica
mas comunmente reconocida es la oftalmia neonatornm (conjuntivitis). La incidencia reportada
de esta infeccion en recién nacidos que no reciben la profilaxis con nitrato de plata al 1% es de
0 a 5% (Gutman y Wilfert, 1990). La infeccion del ojo puede ocurrir también en el adulto y en
ambos casos se observa un exudado profuso de color amarillo-grisiceo, después de
establecerse en el epitelio conjuntival el gonococo invade el tejido subepitelial con el riesgo de
progresion de la enfermedad con involucion de la cornea y perforacion del globo ocular
(Evangelista y Beilstein, 1993). En epidemias recurrentes en Australia se ha visto una forma de
enfermedad oftilmica no progresiva en nifios (Merianos ¢z al, 1995). Aunque el gonococo
comunmente no causa infeccién del tracto urinario, ha estado asociado a un sindrome uretral

agudo en algunas mujeres con edad entre los 15 y 24 afios (Holmes, 1990).

o Enfermedad gonocccica complicada

Las complicaciones mas comunes de ambas localizaciones (genital y extra-genital) de la
gonorrea ocurren en mujeres y recién nacidos. Las infecciones del tracto reproductivo
ascendente en la mujer (enfermedad inflamatoria pélvica), tienen multiples presentaciones

(endometritis, salpingitis, abscesos tubo-ovaricos o peritonitis) y es causada por un numero de
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diferentes agentes etiologicos solos o en combinacién. N. gonorrboeae es una causa prominente
de este sindrome y el dafio que produce en las trompas de Falopio propician el embarazo

ectopico y la esterilidad, secuelas bien reconocidas (Evangelista y Beilstein, 1993).

Alrededor del 1-2% de la infeccion mucosa puede llegar a convertirse en una infeccion
diseminada (EGD), lo cual es mas frecuente en la mujer. El porcentaje de EGD visto en la
comunidad depende mucho del subtipo de gonococo prevalente (Knapp y Holmes, 1975;
Tapsall ez al, 1992). La presentacion de esta forma clinica estd dada usualmente por
combinacién de sintomas sistémicos de intensidad media, una artritis infecciosa, erupciéon o
lesiones cutaneas y tenosinivitis (Ross, 1996). En un estudio realizado en Nairobi, la infeccion
gonocbecica durante el embarazo constituyé un factor de riesgo independiente para el

nacimiento prematuro y con bajo peso (Elliott ¢# a/., 1990)

A la lista de complicaciones tradicionales y bien reconocidas se puede adicionar ahora el
significativo incremento de la transmision sexual del VIH lo cual ocurre en la presencia de
gonorrea (Cohen, 1998). Esto parece ser el resultado de un incremento en la carga del VIH en
el semen (Cohen et al., 1997) o en el fluido cervico-vaginal (Ghys et al., 1997; Mostad et al.,
1997) de pacientes con gonorrea y un incremento de células blanco para el VIH en el exudado

inflamatorio que acompana a las I'TS sintomaticas (Levine ez a/., 1998).

I1.6.2. Diagnéstico de laboratorio.

Una prueba diagnoéstica ideal es aquella que es rapida, de manera que los resultados estén
disponibles mientras el paciente espera, facil de desarrollar, de un bajo costo, que emplea
muestras obtenidas por métodos no invasivos, confiable, reproducible, con alta sensibilidad y
especificidad, y que no requiera un equipamiento especial (Tapsall, 2001). Adicionalmente,
debe tener un requisito esencial en el diagnéstico de la gonorrea, y es que debe ser capaz de
proveer o hacer factible el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

gonococo con el fin de apoyar las estrategias de control por el sistema de salud publica

(Tapsall, 2001).

Aunque tal prueba no existe aun, hay una variedad de métodos disponibles para el diagnostico

de la enfermedad gonocdccica basados o no en el cultivo microbiolégico. Estos métodos
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pueden ser llevados a cabo de manera individual o en varias combinaciones segun la necesidad,

los recursos y diferentes propésitos (Tapsall, 2001).

o Sitios de recoleccion y transporte de la muestra

La seleccion del sitio toma de muestra para el diagndstico de la gonorrea depende de los
sintomas clinicos y practica sexual del paciente, asi como de su edad y género. Los sitios
primarios de preferencia son la uretra en el hombre y el endocervix en la mujer. A pesar de
ello, la obtencién de una muestra adicional de la zona ano-trectal incrementa la sensibilidad del
cultivo. Ademas, la muestra ano-rectal puede ser utilizada para una prueba de cura siguiendo la
terapia antimicrobiana en mujeres y hombres homosexuales, ya que el cultivo rectal puede ser
positivo cuando el cultivo uretral y cervical son negativos (Mardh, 1984). La recoleccion de
muestras desde el orificio vaginal no es recomendado; sin embargo, tales muestras pueden ser
tomadas desde el fondo de saco vaginal posterior en pacientes pediatricos, pacientes con himen
intacto y de fondo de la vagina en pacientes con histerectomia total; otros sitios de donde
tomar muestra son la orofaringe, la conjuntiva ocular, secreciones de glandulas de Bartolino,
fluido prostatico, endometrio, sangre, aspirado de articulaciones y lesiones de la piel
(Evangelista y Beilstein, 1993). Los hisopos preferidos para la toma de muestra son los de
dacrén, rayon o alginato de calcio sobre una varilla de plastico o aluminio. Los hisopos de
algodon deben ser usados solo para inoculacion directa o inmediata sobre el medio de cultivo o
cuando se dispone de un medio de transporte que contiene carboén activado que absorbe las

sustancias toxicas como los acidos grasos (Evangelista y Beilstein, 1993).

La inoculaciéon directa sobre el medio de cultivo ofrece las mayores posibilidades de resultados
positivos o aislamiento. Los medios de cultivos selectivos usados para el crecimiento de N.
gonorrhoeae son: Thayer-Martin modificado (TMM) (Martin e al, 1974), Martin Lewis (Martin ez
al., 1977), New York City (Faur et al, 1973) y GC-Lect (Evans ¢ al, 1989). Antes de 30
minutos después de la inoculacion, las placas de medios inoculados deben ser incubadas a 35
hasta 37°C en una incubadora con atmésfera de COz o en jarra de extincion de vela, la cual
garantiza una concentracion de 3% de CO» aproximadamente. Las placas pueden ser incubadas

durante 24 a 48 horas y después ser transportadas (Evangelista y Beilstein, 1993).



Revision Bibliogrifica 23.

Debido a que el pase directo al medio de cultivo podria no ser siempre posible se han
desarrollado métodos alternativos para el cultivo y transporte. Los sistemas de transporte
nutritivos tienen incorporado un medio adecuado para el crecimiento del gonococo y la
presencia de CO; en el ambiente. Estos sistemas garantizan la viabilidad del microorganismo
por largo periodo de tiempo y el transporte de la muestra a los laboratorios diagnoésticos,
garantizando incluso la recuperaciéon de pequenios inéculos (Evangelista y Beilstein, 1993). El
primer sistema, Transgrow, fue disefiado y reportado en 1971 por Martin y Lester (Martin
Lester, 1971); un sistema que ha ganado mayor aceptacion en los laboratorios es el JEMBEC
(siglas de John E. Martin Biological Environmental Chamber), descrito en 1975 (Martin e# al.,
1975), mientras que otros sistemas nutritivos descritos son los sistemas Isocult, Bio-Bag y el

Gono-Pack, cuyos principios son muy similares al JEMBEC (Evangelista y Beilstein, 1993).

Otra alternativa de transporte de las muestras son los sistemas no nutritivos. Uno de los
primeros medios usados para el transporte de muestras de gonococo a laboratorios de
diagnostico fue el medio de transporte de Stuart (Stuart ef al, 1954), posteriormente Amies
modificé el medio de Stuart en 1967, eliminando el azul de metileno como indicador y
sustituyendo un tampén de fosfato inorganico por el glicerofosfato de sodio para disminuir el

sobre-crecimiento de contaminantes (Amies, 1967).

Ambas formulaciones soportan muy bien la viabilidad del gonococo por 12 horas, sin
embargo, a las 24 horas la viabilidad puede ser del 5-10% mas baja y a las 48 del 50%. Los
medios de transporte no nutritivos tienen la ventaja de ser simples, relativamente poco

costosos y faciles de almacenar con una larga vida a temperatura ambiente (Evangelista y

Beilstein, 1993).

o Examen microscipico directo

El método de eleccion es la coloracion de Gram. El diagndstico de gonorrea puede ser hecho
por este método cuando el paciente es masculino y sintomatico (uretritis). La coloraciéon de
Gram del exudado uretral de hombres se correlaciona con el cultivo en un 98% de sensibilidad
y 100% de especificidad (Handsfield, 1990). En hombres asintomaticos la sensibilidad es del 50
al 70%, siendo necesario realizar el cultivo (Hook y Handsfield, 1990). Los exudados

endocervicales deben ser siempre cultivados para el diagnéstico, pues el examen directo con la
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coloracion de Gram tiene una sensibilidad de solamente el 50 al 70% en gonorrea no
complicada y del 60 al 70% cuando se asocia a enfermedad inflamatoria pélvica (Hook y
Handsfield, 1990). Sin embargo, los exudados endocervicales que contienen diplococos
gramnegativos intracelulares tienen un alto valor predictivo para mujeres sintomaticas o con
alto riesgo para la infeccion, pero esto no debe sugerir el reemplazo del cultivo en esta clase de

muestra (Evangelista y Beilstein, 1993).

o Cultivo e identificacion de IN. gonorrboeae

Los sistemas basados en el cultivo tienen una alta especificidad, pero son costosos y requieren
personal entrenado en el manejo de gérmenes fastidiosos, pues aun la manipulacién basica para
la inoculacion del cultivo puede ser inexpertamente llevada a cabo (Carlin ez @/, 1997). Existen
dos requerimientos basicos para un medio de cultivo de gonococo confiable: el suplemento
enriquecedor para el soporte del crecimiento de N. gonorrhoeae y el suplemento selectivo que
propicia la recuperacion de N. gonorrhoeae desde un sitio de muestra en el cual existe una amplia
y numerosa flora microbiana. LLas formulaciones basicas de los cuatro medios de cultivos mas
usados es una base de “agar almidon-peptona fosfato-tamponada”. El mas ampliamente usado

es el medio de TMM, el cual contiene hemoglobina, el suplemento definido IsoVitalex y cuatro
agentes inhibidores como la vancomicina (3 pg/ml) para inhibir bacterias grampositivas y
colistina (7,5 pg/mlL) para inhibir microorganismos gramnegativos, incluyendo neissetias no
patégenas. Este medio contiene también 12,5 pg/mlL de nistatina para inhibir levaduras y 5

ng/ml de lactato de trimetoprima para inhibir Profens spp. La amplia vatiedad de medios
disponibles y el continuo refinamiento de estos sugiere que ninguno combina de manera
perfecta esto dos requerimientos. Sin embargo, ambas propiedades nutriente y selectiva de
estos medios han sufrido un significativo desarrollo por lo que la sensibilidad del cultivo como

una herramienta diagnostica se ha incrementado de manera importante (Evangelista y Beilstein,

1993; Anénimo , 1999a).

Existen un numero de técnicas disponibles para la identificacion de IN. gonorrhoeae y su
aplicaciéon y uso depende de la disponibilidad de recursos, habilidades y otras circunstancias
(Knapp, 1988 ab). La identificacién presuntiva, basada en el crecimiento en un medio

selectivo de agar base GC, morfologfa en la coloraciéon de Gram del crecimiento bacteriano y
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una prueba de “oxidasa” y “superoxol” (Young ez al., 1984) positiva, es considerada en muchos
lugares v circunstancias como suficiente para el diagnostico de gonorrea, especialmente si el
y )

crecimiento proviene desde el tracto genital.

En paises del llamado primer mundo, la identificacién definitiva es mas usual, especialmente
desde sitios extragenitales. Esta identificacién depende de los criterios antes mencionados y el
empleo de una o mas técnicas que demuestran la utilizaciéon de carbohidratos, caracteristicas

inmunolégicas y/o petfiles de enzimas tipicos de este microorganismo (Knapp y Rice, 1995).

La produccion de acido en un medio que contiene glucosa como sustrato, pero no en aquellos
suplementados con otros azicares como la lactosa, sacarosa, maltosa y fructosa sugiere la
presencia de N. gonorrhoeae. Esta prueba es la menos exigente, la mds barata y mas confiable.
Existen otras pruebas confirmatorias del cultivo como la co-aglutinaciéon (Phadebact
Monoclonal GC Test), de anticuerpos fluorescentes (prueba de confirmacién de cultivos de N.
gonorrboeae Syva Micro Trak), pruebas de degradacion rapida de hidratos de carbono como API
Quad FERM+ (Analytab Products, Plainview, N.Y.), sistemas rapidos de sustratos
cromogénicos (Gonochek II test, E-Y Laboratories, San Mateo, Calif.), sistemas rapidos de
combinacién bioquimica (Vitek NHI card, Biomerieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.) y técnicas
de hibridacion DNA AccuProbe (Gen-Probe, Inc., San Diego, Calif)). Las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana deben ser realizadas siempre que sea posible (Dillon e af., 1988,

Rein, 1991; Evangelista y Beilstein, 1993).

Aunque el costo del cultivo del gonococo no es excesivamente alto, el interés en métodos que
no dependen del cultivo se ha estimulado por el costo del establecimiento de un laboratorio
con requisitos para el manejo o manipulaciéon de microorganismos patdgenos, tiempo
necesario para la identificacion (48-72 horas) y el fracaso del cultivo para detectar algunos
microorganismos sensibles a las condiciones de cultivo y transporte. Algunos de estos métodos
son la prueba de amebocitos Limulus (Gonoscreen, Mallinckrodt, St Louis, Mo), deteccién de
oxidasa (Gonodecten, United States Packaging Corp., La Porte, IN) y ensayo
inmunoenzimatico (Gonozyme, Abbott Diagnostics, Chicago, IL). Algunas de las desventajas
de estos métodos la necesidad de una abundante descarga o secrecion para el procedimiento,

una baja especificidad de la prueba y una baja sensibilidad en muestras endocervicales (Rein,

1991; Zubrzycki, 1990).
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o Técnicas moleculares para el diagndstico de N. gonorrhoeae

Las técnicas moleculares disponibles hoy dia no han aventajado al cultivo de manera
significativa desde el punto de vista de sensibilidad y especificidad (Koumans, 1998; Peeling,
1999).

Las dificultades en la coleccion de muestras y diagndstico basado en el cultivo han acelerado el
desarrollo y aplicacion de pruebas de deteccion de acidos nucleicos, con o sin amplificacion de
éste. Estas técnicas proveen resultados altamente confiables, minimizan las dificultades de
coleccién de la muestra y son menos exigentes respecto a requerimientos de transporte. Dos
factores limitan la aplicacion mas amplia de estos métodos atn en los paises desarrollados. La
principal consideracién es el costo y la segunda, de significante importancia, es que no
permiten hasta ahora la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana (Tapsall, 2001), un factor

esencial en el control de la enfermedad.

Algunos de estos métodos son las pruebas de hibridacion de acido nucleico (sondas con
marcaje quimioluminiscentes) y ensayos de amplificacion de acidos nucleicos (RCP) y Reaccién
en Cadena de la Ligasa (RCL) capaces de detectar una sola copia viable o no del
microorganismo. En el primer método la sensibilidad ha sido de alrededor del 85% y la
especificidad del 99%; en el segundo, revisiones sistematicas estiman una sensibilidad del 95%.

(Koumans, 1998).

De forma general, pueden surgir resultados falsos positivos debido a la contaminaciéon de las
muestras transportadas largas distancias (Peeling ez a/, 1999) y falsos negativos por la presencia
natural de un amplio rango de inhibidores de la RCP en los fluidos corporales (Tabrizi ez al,

1998).

El desarrollo de la tecnologia de amplificacion bajo condiciones isotérmicas ya esta en uso para
algunos ensayos comerciales en un grupo de patdgenos, y prospectos miniaturizados usando

reactivos estables a temperatura ambiente estan siendo revisados actualmente (Peeling e al,

1999).
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I1.7. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en V. gonorrhoeae

El gonococo, altamente susceptible a los antibiéticos en un comienzo, tiene una gran capacidad
de adaptacion a las condiciones adversas. Un medio en el que los antimicrobianos estén
presentes puede inducir cambios multiples acumulativos en el microorganismo, lo cual resulta

en resistencia a estos agentes. Clinicamente, este fenémeno se traduce en fracasos terapéuticos

(Reyn ef al., 1958).

En 1937 comenzaron a emplearse las sulfonamidas en el tratamiento de la enfermedad
gonocdecica. Inicialmente curaban el 95% de los casos y menos del 10% mostraba resistencia
“in vitro”; en pocos afos el fallo clinico-terapéutico se observé en el 80% de los pacientes. En
1943, la penicilina G comenzé a emplearse en dosis de 50 000 U/dfa, y los aislamientos eran
uniformemente sensibles. Sin embargo, a fines de la década del cincuenta se detecté en Europa
un aumento de la resistencia a este antimicrobiano. Antes de 1955 el 0,6% de las cepas
requerfan més de 0,03 pg/mL de penicilina para inhibir su crecimiento; en 1965, fue el 42% y
en 1969, el 65%. Todo esto llev a incrementar la dosis hasta 4 800 000 U/dia (dosis actual),
ante la cual han aparecido nuevos informes de fracasos terapéuticos (Dunlop, 1949; Del Love y

Finland, 1955; Holmes, 1973; Kampmeier, 1983).

De manera similar han aparecido cepas con resistencia a la tetraciclina, ya en 1972 el

tratamiento de la gonorrea con una monodosis de este farmaco era inefectiva (Weisner, 1973).

En 1975 se identificaron plasmidios que codificaban para la produccién de enzima beta-
lactamasa en cepas de Haemophilus influenzae. En 1976 se aislaron simultaneamente en el Reino
Unido y Estados Unidos las primeras cepas de gonococo productoras de penicilinasa (PPNG)
(las cuales exhibian altos niveles de resistencia a la penicilina) y se encontraron dos plasmidios
de resistencia con una talla molecular de 3,2 MDa (tipo Africano) y 4,4-4,7 MDa (tipo
Asiatico) respectivamente. Desde entonces se han descrito otros seis tipos de plasmidios de
resistencia para la penicilina: el de 2,9 MDa (Variedad Rio), el de 3,05 MDa. (Variedad
Toronto), el de 4,0 MDa. (Variedad Nimes), el de 6,0 MDa. (Variedad Nueva Zelanda) y los
mas recientemente reportados, en 1997, el de 3,9 MDa. y el de 2,2 MDa. (Falkow, 1976;
Roberts, 1989; Knapp ¢z al., 1997a; Pillay ez al., 1997).
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En el afio 1985 se reporta por primera vez en los Estados Unidos la circulacion de aislamientos
de N. gonorrhoeae expresando alto nivel de resistencia a la tetraciclina (TRNG); aunque un
estudio retrospectivo llevé al descubrimiento de un aislamiento en 1983 (Center for Diseases
Control, 1985). Todas las cepas TRNG portan un plasmidio de aproximadamente 40,6 kb

(25,2 MDa) el cual posee el determinante 7#-M de resistencia (Gascoyne ez al., 1991).

Los mecanismos de resistencia (Anénimo, 1999 b) en el gonococo pueden ser agrupados

como:

=

Aquellos que reducen el acceso del antimicrobiano al sitio blanco

e Cambios en la permeabilidad de las proteinas porinas, las cuales impiden la entrada del
antimicrobiano.

e Mecanismo de bombeo el cual elimina el antimicrobiano desde el interior del

microorganismo.

e Destruccion del antibidtico antes de actuar sobre el microorganismo.

2. El sitio de accion del antimicrobiano dentro del gonococo, el sitio blanco, puede ser alterado

o eliminado de modo que el agente no tiene un sustrato donde actuar (Tapsall, 2001).

Genéticamente, estos cambios pueden ser mediados por elementos ‘“cromosomales y
extracromosomales”  (plasmidios). Ademas, multiples mecanismos de resistencia pueden
coexistir en el organismo de modo que puede emerger la resistencia incrementada o acumulada
para un solo agente, y ocurrir la resistencia combinada a varios antimicrobianos en una sola

cepa (Tapsall, 2001).

La resistencia mediada por cambios cromosomales: se desarrolla y se disemina generalmente de forma
lenta; la transferencia de genes ocurre por transformacién y los niveles de resistencia
clinicamente significativos involucran multiples mutaciones. Para ello se requiere la

transferencia de varios genes, lo cual ocurre a una frecuencia baja (Johnson y Morse, 1988).

La resistencia exctracromosomal mediada por plasmidios: se encuentra limitada hasta el presente para las
penicilinas y tetraciclinas en el gonococo. Esta requiere la presencia de un plasmidio

conjugativo, el cual determina la tasa de diseminacion de los plasmidios de resistencia
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(plasmidios R). El plasmidio conjugativo es autotransferible, de modo que las cepas receptoras

pueden convertirse a sf mismas en donadoras (Johnson y Morse, 1988).

I1.7.1. Penicilinas:

Los sitios blancos para las penicilinas y cefalosporinas son las proteinas fijadoras de la
penicilina (PBPs) de pared celular en el gonococo. Alteraciones en la PBP-1 y PBP-2
disminuyen la capacidad de las penicilinas para ligarse al sitio blanco, incrementando por lo
tanto la resistencia intrinseca del microorganismo a estos agentes (Dougherty, 1985). La
producciéon de la PBP-2 es codificada por el gen penA (Sparling e al, 1975). Adicionalmente,
cambios en otros locus como el ##ry penB producen efectos acumulativos. Las mutaciones en
el locus m1r resultan en el incremento de la resistencia a un amplio rango de antimicrobianos,
detergentes y colorantes (Guymon y Sparling, 1975) a través de un sistema de bomba de
vaciamiento (Hagman ez 4/, 1995), mientras que mutaciones en el locus pexB alteran la
permeabilidad de la pared celular para antimicrobianos hidrofilicos y otros compuestos (Gill ez

al, 1998).

El gonococo expresa una sola porina de la cual existen dos alelos, mientras el meningococo

tiene dos porinas A y B. El gonococo también tiene un pseudogen el cual no es expresado

(Feavers y Maiden, 1998).

El efecto combinado de estos cambios trae consigo el incremento de la CIM de la penicilina a
unas 120 veces (Johnson y Morse, 1988). Los gonococos con estos cambios son llamados N.
gonorrhoeae cromosomalmente resistentes (CMRNG) (Ison, 1996). Estos fenémenos también
resultan en susceptibilidad disminuida a las cefalosporinas (Ison ez al, 1990), a las tetraciclinas

(Spatrling ez al., 1975) y otros agentes (Bygdeman ez al., 1984).

Los dos alelos de la por son PIA y PIB correspondientes a WI o WII/WIII en la nomenclatura
suiza (Knapp et al., 1985) y forman serogrupos mutuamente exclusivos. Cepas CMRNG estan

asociadas con el serogrupo 1B (WII/WIII) (Bygdeman, 1988).
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La resistencia a las penicilinas también ocurre por plasmidios, los que codifican para la
produccion de una B-lactamasa tipo TEM-1. Esta enzima hidroliza el anillo B-lactimico de
antibiéticos tipo penicilina convirtiéndolos en una forma no activa. En contraste con la lenta
evolucion del incremento paso a paso de la resistencia cromosomal, la resistencia plasmidica

cambia la condicién del germen susceptible a un estado de alto nivel de resistencia en un solo

evento (Tapsall, 2001).

Ambos mecanismos de la resistencia a la penicilina pueden coexistir en un solo aislamiento, lo
cual es relevante debido al uso clinico y la existencia de inhibidores de las B-lactamasas como el
acido clavulanico. Asi, la efectividad terapéutica de la combinaciéon de una penicilina y un
inhibidor de la B-lactamasa en cepas PPNG depende de la presencia o no de resistencia

intrinseca del gonococo.
I1.7.2. Cefalosporinas

La resistencia a estos antimicrobianos es de tipo cromosomal y similarmente debido a los
mismos cambios que acontecen para la susceptibilidad disminuida para la penicilina (Johnson y
Morse, 1988; Ison y Bindyana, 1990). Resistencia cruzada para la penicilina y cefalosporinas
tempranas como la cefuroxima se han descrito (Rice ¢ al, 19806, Ison y Bindyana, 1990). Sin
embargo, ésto no se ha traducido para las cefalosporinas de dltimas generaciones como la

ceftriaxona y la cefixima (Tapsall, 2001).

Cefalosporinasas constitutivamente encontradas en muchos otros géneros gramnegativos no
han sido detectadas en N. gonorrhoeae. Si tal evento ocurriera serfa devastador en los programas
de tratamiento de la gonorrea, los cuales son dependientes del uso de las cefalosporinas de

tercera generacion (Tapsall, 2001).

I1.7.3. Espectinomicina y aminoglucésidos

La resistencia a la espectinomicina ocurre en un sélo paso, un evento mediado
cromosomalmente el cual resulta en un alto nivel de resistencia a este agente. La resistencia se
debe a cambios ribosomales (Maness e al, 1974). Existe la posibilidad de que el gonococo

adquiera y mantenga genes de origen plasmidico con informacién para la destruccion de
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antibiéticos aminoglucésidos. Las elevadas CIMs para gentamicina reportada en algunos

estudios parecen ser por mecanismos relacionados con las porinas (Johnson y Morse, 1988).
11.7.4. Quinolonas

Las quinolonas mas usadas en el tratamiento de la gonorrea son la ciprofloxacina y la
ofloxacina. La resistencia a estos antimicrobianos se ha incrementado a través de los afos de
manera similar a como ha ocurrido con la penicilina; en este suceso estan involucrados

multiples cambios a nivel del cromosoma (Tapsall, 2001).

Los sitios blanco para las quinolonas son las topoisomerasas o ADN girasas de los
microorganismos. Altas CIMs y resistencia clinicamente importante se deben a alteraciones que
ocurren inicialmente en el gen gyraA. Mdltiples cambios de aminoacidos han sido descritos y
cuando estos son combinados, pueden resultar en un alto nivel de resistencia. Alteraciones en
el gen separado parC también resulta en un alto nivel de resistencia. Cambios en este dltimo

gen parecen ocurrir sélo si previamente existen cambios en el gen gyraA (Ison et al, 1998 a).

Quinolonas de cuarta generacién estan ahora disponibles, las que tienen una actividad mayor
contra aislamientos con alteraciones en el gen gyra, pero son inefectivos contra cepas con
alteraciones en parC (Ison ez al, 1998 a,b). Una de estas quinolonas, la trovafloxacina ha sido

retirada por sus efectos toxicos.
I1.7.5. Tetraciclinas:

Las tetraciclinas no son recomendadas para el tratamiento de la gonorrea debido a que deben
ser administradas en multiples dosis por varios dfas. Sin embargo, son poco costosas y

ampliamente usadas en sectores con una politica informal de la salud (Tapsall, 2001).

La resistencia a la tetraciclina tiene origen cromosomal y plasmidico, esto dltimo es responsable
de la resistencia de alto nivel. La resistencia cromosomal esta ligada a alteraciones en el locus
mtr 'y penB, las cuales reducen también la susceptibilidad a la penicilina (Johnson y Morse,
1988). Nuevamente la agregacion de éstas y otras mutaciones producen un incremento de las

CIMs que son clinicamente significativas (Faruki ez 4/, 1985).
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El alto nivel de resistencia a la tetraciclina en el gonococo (TRNG) es el resultado de la
adquisiciéon de un plasmidio de 25,2 MDa que porta el determinante #-M reportado por
primera vez en 1986 (Morse e al., 1986). En N. gonorrhoeae el determinante fe-M existe como
dos tipos, el Holandés y el Americano (Gascoyne-Binzi ez al, 1993). Un estudio de la
epidemiologfa molecular de los genes ##-M por RCP sugiere que el tipo Holandés (Dutch)
pudo tener su origen en el lejano Oriente y el Americano en el continente africano (Turner e#
al, 1999). El determinante 7e-M esta ampliamente disperso entre la flora del tracto genital, este
hecho junto a la habilidad para transferirse inter-géneros y la presién ecoldgica creada por el
uso de tetraciclinas para tratar otras ITS ha contribuido a la dispersién del fenotipo TRNG

(Ison, 1996).

11.7.6. Combinacion Sulfonamida-Trimetoprima

La combinacién oral Sulfametoxazole-trimetoprima es usada en multidosis para el tratamiento
de la gonorrea. Los dos agentes producen un bloqueo secuencial en la sintesis de
tetrahidrofolato el cual sirve como portador de grupos metilo. En la ausencia de
tetrahidrofolato, varias funciones esenciales como la conversion de uridina a timidina, y, por
tanto, la sintesis de ADN, fracasan por lo que el microorganismo muere. La trimetoprima no
es particularmente activa contra el gonococo y de hecho es usado como agente selectivo para el
crecimiento de este microorganismo en placas de cultivo primario. Esto es debido a la poca
afinidad de la dihidrofolato reductasa del gonococo por la trimetoprima. Resistencia a las
sulfonamidas pueden desarrollarse separadamente por varios mecanismos (Johnson y Morse,
1988). El gonococo, en contraste con muchos otros géneros no parece tener la habilidad de
utilizar timina o timidina exégena y de este modo evitar el bloqueo de la sintesis de

tetrahidrofolato inducida por la combinacién de la droga (Ho ef al., 1978).

I1.7.7. Nuevos macrolidos

La resistencia a los primeros macrélidos como la eritromicina fue encontrada con la expresion
del fenotipo mtr el cual también es responsable de la resistencia a la penicilina, tetraciclinas y
ciertos colorantes y detergentes (Guymon y Spatling, 1975). Slaney ¢# a/. (1990) demostraron

que la presencia del fenotipo m#r también incrementa las CIMs de la azitromicina. Las
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posibilidades de cambios ribosomales como mecanismos de resistencia a la azitromicina se han

valorado (Ehret ¢ al, 1996).

Se han reportado fracasos terapéuticos con regimenes bajos de la azitromicina (dosis de 1g) en
la infeccién gonocodccica no complicada (Steingrimsson e al., 1990; Waugh, 1994; Tapsall ez al,
1998b). La factibilidad de aumentar las dosis de este agente para sobreponerse a tales fracasos
del tratamiento no se ensaya debido a la alta frecuencia con que son observados efectos

secundarios (Handsfield ez a/, 1994).

I1.8. Epidemiologia de la diseminacion de la resistencia en V. gonorrhoeae

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

microorganismo (O’Rourke y Spratt, 1994).

A pesar de la naturaleza no-clonal del gonococo, existen técnicas de caracterizacion y
diferenciacién de cepas con gran utilidad en estudios epidemioldgicos de N. gonorrhoeae. Las
mas usadas se basan en mdltiples caracteristicas fenotipicas, siendo las mas aceptadas la

determinacion del auxotipo y el serovar (A/S) (Sarafian y Knapp, 1989).

Carifo y Catlin (1973) establecieron que las cepas de IN. gonorrhoeae pueden ser diferenciadas de
acuerdo a requerimientos nutricionales especificos, teniendo en cuenta uno o mas
aminoacidos, bases nitrogenadas y vitaminas, siempre y cuando fueran cultivadas en un medio
quimicamente bien definido. De esta manera, las cepas “auxotréficas” pueden identificarse con
alguna clase de auxotipo si no crecen en la ausencia de algunas de estas sustancias. El
gonococo puede ser auxotrofico para varios componentes y todos requieren cisteina. Estudios
posteriores demostraron que determinados auxotipos se correlacionan de manera estable con
otras caracteristicas de la cepa, o con determinadas formas clinicas de la enfermedad
gonococica (Hendry y Stewart, 1979), la asociacion mas familiar de auxotipos y enfermedad es
aquella del AHU- (arginina, hipoxantina y uracilo) y la enfermedad gonocdccica diseminada (Li
y Dillon, 1995). Los aislamientos que requieren arginina pueden ser subtipados por la misma

técnica de auxotipos en citrulina-dependientes u ornitina dependientes (Catlin y Nash, 1973).
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Los sistemas de clasificacion seroldgica de IN. gonorrhoeae han sido desarrollados sobre la base
de la especificidad antigénica de la proteina I de membrana externa (PME-1) (Sandstrom et 4/,
1982a). En un inicio Wang e# al. (1977) utilizaron antisuero polivalente absorbido en una
prueba de inmunofluorescencia y clasificaron a IN. gonorrboeae en tres serogrupos: A, B y C
(Wang ez al., 1977). Sandstrom y Danielsson (1980) emplearon antisueros polivalentes en una
prueba de co-aglutinacién y dividieron los gonococos en tres grupos WI, WII y WIII. Estos
serogrupos se correspondian con el A, B y C de Wang respectivamente. Mas tarde Buchanan y
Hildebrandt, (1981) desarrollaron un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) que permitié
clasificar a N. gonorrboeae en 9 serotipos: 1-3 se correspondian con serogrupo WI, 4-8 con
serogrupo WII y 9 con serogrupo WIIL. Algunos estudios de mapeo peptidico de la molécula
de proteina I demostraron que las cepas WII y WIII posefan una PME-I muy similar, y fueron
ambas denominadas IB, la cual fue diferente de la molécula de PME-I de las cepas WI,
designada como IA (Sandstrom et al., 1982b). La clasificacién doble auxotipo/serogrupo fue
usada durante algun tiempo pero con limitaciones. Por ejemplo, cepas pertenecientes al
auxotipo/serogrupo Arginina-Hipoxantina-Uracilo/WI no podian ser distinguidas de otras

cepas identificadas con este serogrupo (Tam e al., 1982).

Finalmente, se desarrollaron anticuerpos monoclonales que permitieron identificar serovares
en cepas de IN. gonorrhoeae mediante el empleo de la técnica de co-aglutinacion (Tam e al, 1982;
Knapp ¢t al., 1984). Con los anticuerpos monoclonales se obtuvieron reacciones mas evidentes
(mas fuertes) y no se requirieron reacciones de adsorcion tan extensas. Actualmente se dispone
de dos paneles de anticuerpos monoclonales, seis anticuerpos monoclonales especificos de
proteina IA (WI) y seis especificos de proteina IB (WII/III). Los patrones de reaccién con
cada panel de anticuerpos monoclonales permiten designar 18 y 28 serovares segun las

proteinas IA y IB respectivamente (Knapp ¢z a/, 1984).

El auxotipo y el serovar son considerados los dos sistemas fenotipicos principales para la
caracterizacion de N. gonorrhoeae y han resultado ser de gran utilidad en multiples estudios en
los que se ha establecido la correlacion epidemiolégica de la infeccién gonocdccica y los

patrones de resistencia antimicrobiana (Ison e al., 1992 a).
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Estos sistemas fenotipicos de caracterizacion han sido aplicados éxito en los estudios de
poblaciéon de cepas de gonococo, permitiendo detectar un incremento o disminuciéon en la
prevalencia o incidencia de determinadas cepas en estudios longitudinales. Alrededor de un 30-
40% de los aislamientos estin representados por una pequefia proporcion de clases de A/S y
persisten en dreas geograficas por algin tiempo. Una variedad mucho mayor de clases de A/S
acontece para sélo un reducido nimero de aislamientos o aparecen de manera transitoria

(Sarafian y Knapp, 1989).

La caracterizacién genética de las cepas de gonococo también se ha introducido mediante el
uso de una variedad de técnicas. En general los métodos genéticos de alto poder de
discriminacién no son utiles en estudios longitudinales de N. gonorrhoeae debido al intercambio

genético horizontal y recombinacion de este microorganismo (O’Rourke y Spratt, 1994).

La estructura de poblacién de N. gonorrhoeae es compleja y se han empleado técnicas que
brindan una importante informaciéon sobre su variacién genética, algunas de éstas técnicas
tienen como base el empleo de las enzimas de restriccion (O’Rourke y Estense, 1993). Un
sistema genotipico aplicado muy a menudo en la tipificacion de cepas resistentes a los
antimicrobianos es la “electroforesis en gel de campo pulsado” (PFGE), aunque
universalmente no hay uniformidad de la misma en cuanto a las endonucleasas empleadas,

frecuencia de pulsos y los criterios de interpretacion de los patrones de restriccion obtenidos

(Xia, 1995).

Sin embargo, ha sido posible seguir la huella de diseminacién de ciertos tipos de gonococo,
incluyendo aquellos que exhiben determinados patrones de resistencia antimicrobiana,

utilizando la combinacién de métodos genotipicos y clases de A/S (Tapsall, 2001).

La diseminaciéon de cepas PPNG y TRNG puede ser monitoreada por el examen de los
perfiles plasmidicos y el uso de otros marcadores previamente citados, la electroforesis en gel

de campo pulsado y el ribotipaje (van Klingeren, 1985).

Los resultados de algunos estudios sugieren que hay etapas en la introduccién de una cepa
resistente a un antimicrobiano en la comunidad. Al principio se aislan de forma esporadica
multiples subtipos con escasa o ninguna diseminaciéon secundaria. Con la importacién de

nuevas cepas (desde localidades geograficas externas), casos de diseminaciéon secundaria
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pueden ocurrir hasta que se establece sostenidamente la transmision local de cepas resistentes

(Rothenberg y Voight, 1988).

La endemicidad tiene lugar cuando hay una masa critica de aislamientos resistentes, usualmente
asociados con una alta frecuencia de transmisores dentro de un grupo principal de transmision
de la enfermedad como los trabajadores comerciales del sexo (Rothenberg y Voight, 1988). Si
la cepa no se introduce en tales individuos, es improbable que la misma persista. Tal hipotesis
es valida para la resistencia mediada por plasmidios y tiene su base en los datos y experiencias

sobre la aparicién de cepas PPNG en la Florida (Zenilman ef al., 1988).

Estudios realizados en Sydney, Australia, sugieren que tal patrén de diseminacién propuesto
por Rothenberg y Voight (1988) para la resistencia plasmidica puede ser aplicable a la
emergencia y diseminacion de gonococos con resistencia cromosomal a las quinolonas

(QRNG) (Tapsall, 1998a).
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CAPITULO III- MATERIALES Y METODOS
ITI.1. Cepas Bacterianas

El universo y muestra del presente trabajo comprendi6 el total de cepas bacterianas viables
identificadas presuntivamente como N. gonorrboeae, las cuales fueron aisladas entre enero de
1995 y febrero de 1998 y enviadas en el medio de transporte y conservacion TCG (Martinez ez
al.,, 1998) desde varias provincias de Cuba al Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias
Patogenas (LNRNP) (Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kour{”), Ciudad de la Habana.
Las noventa y una cepas de estudio fueron recuperadas en 11 provincias de Cuba, a partir de

exudados del tracto urogenital.

III.2. Identificacion y conservacion de las cepas

Para la identificacién de las cepas se subcultivaron en el medio de agar chocolate base GC
(BioCen) entiquecido con Isovitalex (Oxoid) al 1% (v/v). Las placas fueron incubadas entre
18 y 24 horas a 36°C, en atmosfera de 5% de COz y posteriormente se realizaron las siguientes
pruebas: coloracion de Gram, prueba de Oxidasa por el método de Kovacs, prueba de
superoxol (catalasa con peréxido de hidrogeno al 30%), asi como la prueba de degradacion de
hidratos de carbono [base de agar CTA (Oxoid) con 1% de glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa

y fructosa| (Knapp y Rice, 1995).

Las cepas fueron conservadas en caldo cerebro-corazén con glicerol (Reidel-de-Haén,
Germany) al 20% (vol/vol) y almacenadas a -70°C. Finalmente las 91 cepas aisladas del tracto
urogenital fueron liofilizadas, para ello se prepar6 una suspension densa de células bacterianas
en 2 mL de la soluciéon de liofilizacion, la cual estuvo constituida por suero de caballo con
inositol (SIGMA) al 1% (vol/vol); con pipeta de vidrio graduada de 1 mL se distribuyeron 0.2
ml de dicha suspensiéon en bulbos de 2 ml, se congelaron a —70°C y se llevé a cabo la
liofilizacién de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Fisher Scientific, Nepean, Ont). Las
cepas se trasladaron al laboratorio del Centro Coordinador del Programa de Vigilancia de
Susceptibilidad Antimicrobiana de Gonococo para Américas y el Caribe (GASP) en la

Universidad de Ottawa, Canada, donde el autor concluyé el presente trabajo.
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ITI.3. Determinacion de la actividad -lactamasa

Para la determinacién presuntiva de la actividad beta-lactamasa, se empled una solucién de
nitrocefin y se siguié el procedimiento de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Knapp,
1988); se depositd una gota de dicho reactivo en un papel de filtro, se tomaron varias colonias
de N. gonorrhoeae con un asa de platino y se homogenizo la masa bacteriana en el sitio del papel
embebido con dicha solucién. Un cambio de color del amarillo al rojo en 5 minutos indic6é un
resultado positivo, mientras que un resultado negativo fue interpretado cuando no hubo

cambio de color (permanecié amarillo).

Cepas control:

Neisseria gonorrboeae ATCC 49226 (negativa).

Neisseria gonorrboeae M7-A2 (M100-S3)182 (positiva).

ITI.4. Susceptibilidad antimicrobiana

La técnica de Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) se realizé segtn lo recomendado por el
Comité Nacional para Normas de Laboratorio Clinico - NCCLS - (2000). Los antimicrobianos
empleados fueron penicilina (Wyeth-Ayer St Canada Inc., St-Laurent, QC), tetraciclina (Pfizer
Canada Inc., Pte Claire, QC), espectinomicina (Upjohn Co. Canada, Don Mills, ON),
ceftriaxona (Hoffman-LaRoche, Mississauga, ON), ciprofloxacina (Bayer Inc., Etobicoke, ON)
y azitromicina (Ayerst Laboratories, Montreal Canada). Los rangos de CIM sugeridos para
determinar susceptibilidad, susceptibilidad intermedia y resistencia para cada antimicrobiano se

muestran a continuacién (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).
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Criterios de susceptibilidad por antimicrobianos:

CIM (pg/mL)

Antimicrobianos Susceptible Intermedia Resistente
Penicilina < 0,06 0,125-1 > 2
Espectinomicina <32 64 >128
Tetraciclina <,25 0,5-1 > 2
Ceftriaxona <0,25 ND ND
Ciprofloxacina < 0,06 0,125-0,5 >1
Azitromicina* <0,25 0,25-1 >2

* Zarantonelly ez al., 1999; ND= no determinado.

El método se desarrollé en duplicado realizando diluciones dobles de los antimicrobianos en
agar base GC (Difco) enriquecido con suplemento definido de Kellogg a una concentracion

final de 1% (vol/vol), (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).

Preparacion del indenlo: A partir de un cultivo puro en agar base GC enriquecido con Kellogg al
1%, el cual fue incubado 18 horas en atmédsfera de 5% de COg, se tomaron varias colonias
bacterianas con asa plastica y se transfirieron a un tubo que contenfa 5 mL de caldo Mueller-
Hinton, ajustando la suspension hasta alcanzar el valor préximo a las 108 ufc/mL (comparada
con el valor de 0,5 del patrén de turbidez de sulfato de bario de McFarland). Se diluy6 esta
suspension 1:10 en caldo Miueller-Hinton para lograr una concentracion aproximada de 107

ufc/mL (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).

Realizacion de la prueba: Se reparti6 igual cantidad (800 pL) de la suspension bacteriana en cada
pocillo del replicador. Este equipo carga un volumen de 0,001 a 0,005 mL (aproximadamente
10* ufc/mL). El tiempo transcurrido entre la preparacion de la suspensién bacteriana y la
inoculacién de las placas no excedié de 1 hora. Las placas se secaron durante 15 minutos
aproximadamente a temperatura ambiente. Se inocularon las placas incluyendo cinco cepas

controles, ademas de las cepas de estudio, en los pocillos No. 11, 12, 13, 14 y 15 del
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replicador. Esto se realizé con el objetivo de verificar la seguridad de la prueba (National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).

Cepas control:

WHOIIL — Neisseria gonorrboeae; WHOV- Neisseria gonorrhoeae; WHOVIIL- Neisseria gonorrhoeaey
ATCC 49226- Neisseria gonorrhoeae; UO12- Neisseria gonorrhoeae —Universidad de Ottawa, Canada.

La incubacién se realizé durante 18-24 horas en atmésfera de 5% de COza 35°C. Ademis de
las placas con diluciones para cada antimicrobiano se inoculé una placa sin antimicrobiano

como control.

Cuando se realizé la lectura se comenzé por las placas sin antimicrobianos y se considerd
valido el ensayo sélo si las cepas controles cumplian con los parametros de susceptibilidad
establecidos. Se consider6 como valor de CIM la mas baja concentracion del agente
antimicrobiano que inhibié completamente el crecimiento bacteriano, no considerando una
sola colonia en el medio inoculado o una fina neblina causada por el inéculo. Si dos o mas
colonias persistieron mas alla del punto final obvio o si no hubo crecimiento en las
concentraciones mas bajas pero si en las mas altas, la pureza del crecimiento se chequed y el

ensayo fue repetido (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).

ITL.5. Extraccion de ADN plasmidico

Para la extraccion del ADN plasmidico se siguié el método descrito por Dillon y Pauze (1981)
y utilizado por Pagotto e al, (2000). Se cargd hasta un tercio de asa bacterioldgica de 3 mm de
didmetro con células de NN. gomorrboeae, las cuales habian crecido en medio agar base GC
enriquecido con Kellogg, v se suspendié en 500 pl. de solucion tamponada STET (Sacarosa
8%, Triton X-100, EDTA 50 mM, Tris-HCL 50 mM, pH 8); luego de homogeneizar dicha
suspension se adicionaron 100 pL. de una solucién de lisozima (10 mg/mL en STET), se
mezcl6 en agitador y se dejé 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se coloco el
tubo en bafio de agua hirviendo por 45 segundos para desnaturalizar las nucleasas que pudieran

estar presentes en el extracto. Inmediatamente se centrifugé a maxima velocidad (13 000 g)



Materiales y Métodos 41.

(4°C); el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo microcentrifuga de 1,5 mL. El ADN
fue purificado por la adicién al sobrenadante de 500 pl. de fenol saturado en Tris 0.1 M, pH 8
(BRL). Sé mezcld bien por inversion manual del tubo y la fase acuosa se separd del fenol por
centrifugacion con las condiciones anteriormente descrita; se colecto y traslado la fase acuosa
a un tubo microcentrifuga de 1,5 mL limpio y el ADN plasmidico se precipité por la adicion
de 200 pL de acetato de amonio (5 M) seguido por 1 mL de etanol 95% frio. Se expuso 10-20
minutos a —70 °C y el sedimento obtenido por centrifugaciéon a 13 000 g, luego de descartar el
etanol, se seco al aire en incubadora a 37 °C y se resuspendié en 25 pL. de Tris-EDTA (Tris 50
mM, EDTA 5 mM, pH 8) (Dillon y Pauze, 1981).

Para visualizar el ADN plasmidico se realizé la electroforesis en una camara submarina
(HOEFER Scientific Instruments) usando un portagel de 20 por 25 cm. Como fuente de
voltaje se us6 un equipo BioRad modelo 200/2.0. La agarosa (ADN/ARN, LKB 2206-105) se
prepar6 al 0,8% en tampon Tris-acetato pH 8 (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) con
bromuro de etidio al 5%, el cual se usé también como solucién de corrida para la
Electroforesis. De cada muestra se aplicaron 25 ul. por pocillo y la corrida se efectué a 50

Voltios durante 3 horas. Se emplearon como control las cepas:

C3- Neisseria gonorrhoeae — Libre de plasmidios — LCDC, Canada.

GC- 182 — Neisseria gonorrhoeae (2,6; 4,5; 24,5; MDa) — LCDC, Canada.

Neisseria gonorrhoeae 13555 (2,6; 24,5 MDa) (coleccion Jo-Anne R. Dillon, Universidad de
Ottawa).

Neisseria gonorrhoeae 13517 (2,65 3,05; 24,5 MDa) — (coleccion Jo-Anne R. Dillon, Universidad de
Ottawa).

GC- 3976 Neisseria gonorrhoeae (2,65 3,2; 25,2 MDa) — LCDC, Canada

Neisseria gonorrboeae 13 541(2,6; 3,2; 24.5 MDa) (coleccién Jo-Anne R. Dillon, Universidad de
Ottawa).

Neisseria gonorrboeae 13858 (2,6; 25,2 MDa) (coleccion Jo-Anne R. Dillon, Universidad de

Ottawa).

Definicion de términos
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Cepa PPNG: cepa con CIM < 16 para la tetraciclina y productora de B-lactamasa.

Cepa TRNG: cepa con CIM 216 pg/mlL para la tetraciclina y no productora de -lactamasa.
Cepa PP/TRNG: cepa productora de B-lactamasa y con CIM 216 pg/mL para la tetraciclina.
Cepa No-PP/No-TRNG: cepa no productora de penicilinasa y con CIM menor de 16
ng/mL para la tetraciclina, incluyendo cepas susceptibles, resistentes con CIM >2 pg/mL para
la penicilina y/o tetraciclina (por ejemplo, CMPR para la penicilina y CMTR para la
tetraciclina) y cepas con resistencia cromosomal a la penicilina y la tetraciclina (CMRNG).

Multirresistencia: resistencia de una cepa a dos o mas agentes antimicrobianos.
II1.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa del determinante tet-M

La RCP para identificar el determinante 7e-M se llevé a cabo en las cepas que exhibieron CIM
mayor o igual a 8 pg/mL para la tetraciclina y fue realizada segtn el protocolo desctito por Xia
(1995). Se utilizaron los cebadores RM4- 5> CCAAATCCTTTCTGGGCT 3 y Gl1- 5
ATCACTCACAGTTAATTTT 3. Se prepar6 una mezcla para 100 pl. de reacciéon de

amplificacién que contenia 50 pmol de cada cebador oligonucleétido (RM4 y G1), 200 uM de
cada uno de los ANTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampoén de la RCP (10mM Tris-HCL pH
8.3, 100 pg/mL de albumina de suero bovino, 50 mM KCL, MgCL> 1,5 mM) y 0,5 U de Tag

ADN polimerasa (5 U/uL). Se utilizaron reactivos de la Boehringer Mannheim Biochemicals
(BMC, Dorval, Québec) para todas las amplificaciones. Ademds, se laboré en gabinete libre de

ADN; el templete de ADN se adicioné fuera de esta area.

Las células de N. gonorrhoeae procedentes de un cultivo de 18 horas se suspendieron en 2 mL de
agua bidestilada estéril a la concentracion equivalente del patréon 0,5 McFarland
(aproximadamente 1x10% ufc/mL). Se mantuvo la suspension de células a temperatura

ambiente al menos 30 minutos con lo cual se logré la lisis celular.

En el area destinada para la adiciéon del ADN en la reaccion de PCR, se procedi6 a la adicion
de 10 pL. de la muestra celular con lisis a su respectivo tubo de reaccién. El termo-ciclador
(Perking-Elmer Cetus) se ajusté para 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de la siguiente manera:
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacién a 44°C por 30 segundos, extension a

72°C por 3 minutos y un ciclo final con una prolongada extensiéon de 5 minutos a 72°C.
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El producto de ADN amplificado se analiz6 por electroforesis de 10 pul. en un gel de agarosa al
1%. Se empled un marcador de peso molecular de 1 kilobase en cada gel y la coloracion del gel
se llevé a cabo en una solucién de bromuro de etidio (10 ug/ml) durante 3 minutos. La
visualizacion y fotografia se realizé bajo iluminacion de luz ultravioleta (Sambrook ez al., 1989).
La talla esperada del amplicon ze~-M fue de 700 pb para el tipo Holandés (Dutch ) y de

1 600 pb el tipo Americano.

Cepas controles:

Neisseria gonorrhoeae 64 18 (control positivo tipo Americano) — colecciéon Jo- Anne R. Dillon
(Universidad de Ottawa).
Neisseria gonorrhoeae 2903 (control positivo tipo Holandés) — colecciéon Jo- Anne R. Dillon

(Universidad de Ottawa).

ITL.7. Determinacién del auxotipo

Los requerimientos nutritivos para el crecimiento en N. gonorrhoeae fueron determinados por el
método de Hendry y Stewart (1979) segin modificaciones de Picard y Dillon (1989). El

protocolo conté de los siguientes pasos.

I — Preparaciéon de soluciones y “mezclas™ de aminoacidos (ver en anexo): Todas las soluciones

fueron almacenadas en congelacién (— 20°C) hasta su uso (ver anexo).
II- Preparacion de solucion de sales: Las proporciones se observan en anexo.
III- Preparacion de otras tras soluciones (ver anexo).

IV- Diluente: El diluente fue usado para suspender el crecimiento bacteriano previo a la
inoculacion del medio (ver anexo ).
V- Preparacion del medio liquido base a doble concentracion: La siguiente férmula fue

suficiente para preparar 1 litro del medio liquido base a doble concentracién (ver nexo).

Una serie de 10 beakers fueron marcados con los siguientes simbolos: POS (control positivo),
NEG (control negativo), P-, C-, CO-, M-, U, H-, L (prolina, citrulina, ornitina, metionina,

uracilo e hipoxantina "dependientes” respectivamente) y Fe® (para placas de sensibilidad a
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fenilalanina). Se adicionaron 100 mL del medio liquido base con doble concentracién a cada
uno de los 10 beakers marcados. Posteriormente se adicionaron las soluciones que se muestran
a continuacién evitando verter cada una de ellas en el beaker marcado con el simbolo de su

nombre, como por ejemplo:

Mezcla # 1 de aminoacidos 0,5 mL A todos los recipientes
Excepto NEG
L- citrulina 0,5 mL A todos los recipientes

excepto C-, CO-

L- ornitina 0,5 mL A todos los recipientes
excepto CO-
L- prolina 0,5 mL A todos los recipientes
excepto P-
L- metionina 0,5 mL A todos los recipientes
excepto M-
Uracilo 0,5 mL A todos los recipientes
excepto U-
Hipoxantina 0,5 mL A todos los recipientes
excepto H-
L- leucina 0,5 mL A todos los recipientes
excepto L
Mezcla #5 1,0 mL A todos los recipientes

excepto Fen*

Fenilalanina 0,5 mL Solamente a Fen™

Las soluciones finales contenidas en cada beaker fueron esterizadas por filtracion (unidades de

filtros de 0,2 um) (Nalgene).

VI- Preparacion del agar a doble concentracion: Se adicionaron 2,5 gramos de agar a 100 mL

de agua bidestilada estéril contenida en un frasco de 250 mlL. Seguidamente se esterilizé en
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autoclave a 15 1b/pugada® durante 15 minutos. Previo a su uso se calenté a 50°C en bafio de

agua.

VII- Preparacion del medio de auxotipo: Se marcaron 10 placas (100x15 mm) con cada uno de
los siguientes simbolos: POS, NEG, P-, C, CO,, M-, Uy H-, Se prepararon 8 frascos
conteniendo 100 mL de agar a doble concentracién y se mantuvieron a 50°C. El medio liquido
basico con doble concentraciéon se mantuvo también a 50°C por un tiempo no mayor de 15
minutos. Asépticamente, se adicionaron 100 mlL del medio liquido basico de doble

concentracién a 100 mL del agar a doble concentracién y se mezcl por rotacién manual.

Finalmente se distribuyé la mezcla definitiva de medio para auxotipo en cada placa, de
acuerdo al rétulo, y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Después de 24 horas, las placas

fueron recogidas y almacenadas a 4°C hasta su empleo en la prueba.

VIII- Preparaciéon del indculo: Segtin lo especificado para la determinacion de CIM pero se

empled el diluyente de auxotipos para hacer la suspension de trabajo.

Las placas se acondicionaron a temperatura ambiente antes de ser inoculadas y fueron
inoculadas con replicador de "Steers”, segin lo indicado para la determinaciéon de CIM. La

incubacion se realizé durante 48 horas a 35°C en atmésfera de 5% de COyz y la lectura se realizo

a las 24 y 48 horas.

Se emplearon las siguientes cepas controles (LCDC, Canada): C1 (O-), C2 (prototrofica), C3
(PCUY), C4 (PM), C5 (CUH) y c6 (OUH), las cuales fueron ubicadas en los posillos
11,12,13,14,15 y 16.

IX- Interpretacion de los resultados:

- Todas las cepas deben crecer en el medio control positivo.
- Los aislamientos que no son gonococos creceran en el medio control negativo.
Debe anotarse para cada aislamiento el medio en que no fue capaz de crecer. Por ejemplo

un aislamiento que no creci6 en el medio carente de prolina es deficiente en la sintesis de
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este aminoacido y su auxotipo sera simbolizado con la letra inicial como P-.

La aparicién de pocas colonias o ninguna después de las 48 horas de incubacion es

generalmente registrado como negativo para el crecimiento. Zonas de crecimiento como

neblina o muy fino en el sitio inicial del in6culo son consideradas también como negativos,
- Como el gonococo no crece en medios deficientes en cistina y cisteina, cualquier colonia

que crezca en el medio control negativo es considerada un contaminante, En tal caso

fueron confirmadas con pruebas bioquimicas,

IT1.8. Clasificacion serologica (serogrupos y serovares)

Los serovares fueron determinados en los 91 aislamientos siguiendo la metodologia descrita

por Tam ez al., (1982) y Knapp ¢t al., (1984).

I- Preparacién de las suspensiones:

Se prepararon suspensiones con subcultivos de 18 horas de crecimiento en agar base GC
enriquecido con suplemento definido de Kellogg. Estas se realizaron en tubos de 13 mm que
contenfan 1,5 mL solucién tampén 0,15 M (pH 7,2). Para ello se suspendi6 aproximadamente
1/3 de asa de crecimiento fresco de células en la soluciéon tamponada y se agité vigorosamente
hasta lograr una suspension homogénea. Se ajustd al patréon de turbidez 3 de McFarland.
Inmediatamente las suspensiones se calentaron en bafo de agua con ligera ebullicion durante
10 minutos y se permitié que éstas alcanzaran la temperatura ambiente para el ensayo de co-

aglutinacion.

I1I- Ensayo serolégico
Se emplearon los siguientes paneles de anticuerpos monoclonales (Syva, Palo Alto, California,

USA):

Panel IA (WI): 4 A12, 4 G5, 2 F12, 6 D9, 5G9, 5D1
Panel IB (WII/III): 3 C8, 1 F5,2 D6, 2 G2, 2 D4, 2 H1
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Para la co-aglutinacion los anticuerpos monoclonales se absorbieron a proteina A de células de

Staphylococens anreus (PansorbinR, CalbiochemR).

Con una pipeta Pasteur se aplicé una gota de cada anticuerpo monoclonal a uno de los seis
pocillos de una placa de neutralizacién con fondo plano y claro, seguidamente se adicioné una
gota de la suspensiéon bacteriana, se colocé la placa en una lamina rotatoria (33 rpm
aproximadamente) durante 2 minutos, Las reacciones fueron leidas inmediatamente utilizando

una luz oblicua y fondo de color negro opaco.
III- Criterios de interpretacion

4+: grumos muy grandes, a menudo alrededor de la gota de reaccion; se observa un fondo
claro.

3+: grandes grumos distribuidos a través de la gota de la reaccion; se observa un fondo claro.
2+: grumos definidos, finos a menudo; se observa un fondo turbio no muy claro.

1+: grumos ligeros, fondo blanquecino, lechoso, Esta reaccion es interpretada como negativa.

- :no evidencia de grumos, gota de reaccion de aspecto francamente lechoso.

El tipo de serovar fue determinado segun el patréon de reacciéon observado con cada panel de
anticuerpos monoclonales. Cuando fueran observados patrones que no coincidieran con los
definidos en el diagrama de comparacién, se consideraria la posibilidad de que el cultivo con el
que se prepard la suspension estuviera mezclado con otro microorganismo o que estabamos
en presencia de nuevos serovares. En el primer caso se procedié a reaislar y tomar una sola

colonia y se repiti6 la prueba.

Cepas controles: Suministradas por Jo-Anne R, Dillon, Universidad de Ottawa, Canada.

Cepa de referencia de N. gonorrhoeae C5 (1A-2).

Cepa de referencia de N. gonorrhoeae 159 (1A-4).

Cepa de referencia de N. gonorrhoeae G7 (1A-5).

Cepa de referencia de N. gonorrhoeae D4 (1A-6).

Cepa de referencia de N. gonorrhoeae NR19718 (IA-6).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae W16 (IA-15).
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Cepa de referencia de N. gonorrhoeae H8 (IB-1).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae C3 (IB-2).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae S12 (IB-3).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae F6(1B-4).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae F62 (IB-7).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae 182 (IB-7).
Cepa de referencia de N. gonorrhoeae T13 (IB-22).

I11.9. Electroforesis de ADN en gel de campo pulsado (PFGE)

Los aislamientos de IN. gomorrhoeae constituyentes de grupos principales o fenotipos mayores
(segun la distribucién de clases A/S y petfil plasmidico) detectados entre el total de las cepas de
estudio fueron adicionalmente analizados por PFGE como ha sido descrito previamente

(Chang y Taylor, 1990; Ng y Dillon, 1993):

ITI1.9.1. Preparaciéon del ADN cromosomal y digestion con endonucleasas de

restriccion.

Se utiliz6 el siguiente protocolo (Ng y Dillon, 1993). Un cultivo de 16 horas de N. gonorrhoeae
fue suspendido en tampon TE (Tris 50 mM, EDTA 5 mM pH 7,8) a una densidad
correspondiente con una concentracion de 1,5 x10° bacterias/mL). Se transfirieron 100 puL de
dicha suspensién celular a 1 mLL de una solucién de agarosa de bajo punto de fusiéon (GIBCO,
BRL) en agua bidestilada estéril al 1% y se mezclé vigorosamente. Con esta mezcla se llenaron
ranuras de un molde plastico que nos permiti6 obtener bloques de gel al solidificar a la
temperatura de 4°C. Los bloques de agarosa se introdujeron en tubos que contenfan 1 mL de la
solucién tamponada ESP pH 9 (EDTA 0,25 M- pH 9; Lauroyl Sarcosine, SIGMA 0,5%;
proteinasa K, SIGMA 0,5 mg/mL) y se incubaron a 50°C por 24 horas. Al final de este paso

los bloques de agarosa-ADN pudieron ser almacenados a 4°C hasta el siguiente procedimiento.

Cada bloque de agarosa-ADN es cortado entonces en pequefas barras de alrededor de 1 mm,
cinco barras por cepa son transferidas a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y lavados tres
veces durante 15 minutos con 1 mL de solucién tamponada TE con fluoruro fenil-metil-

sulfonilo (PMSF) (PMSF, SIGMA; alcohol isopropilico, 0,1 M) a una concentracién final de 1
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mM. Posteriormente, se llevaron a cabo tres lavados mas de 15 minutos cada uno con TE (sin
PMSF). Las pequefias barras de agarosa-ADN fueron almacenadas en solucién tamponada TE

(Tris 50mM, EDTA 5 mM) a 4°C hasta la digestion con endonucleasas de restriccion.

Se descarté la solucion TE vy las barras de agarosa-ADN fueron equilibradas con 100 pL de la
solucion tamponada (New England BiolLabs) de la enzima de restriccion a usar (Nbel y Spel)a

temperatura ambiente durante 4 horas.

La digestion se realizé con las enzimas Nhel y Spel (New England Biolabs) a 37°C por 24
horas en un volumen final de 100 pL de la solucién tamponada de cada enzima de restriccion
(Nbhel 'y Spel), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Después de la digestion se lavaron
las barras de agarosa-ADN con la soluciéon TE y se ubicaron en la ranura o pozo del gel de
corrida (agarosa para PEFGE, SIGMA, al 1% en la solucién tampén TBE (Tris 45 mM, acido
bérico 45 mM, EDTA 1 mM; pH 8,3). Finalmente la ranura o pozo del gel fue sellada con la

solucion de agarosa al 1% y se efectuo la corrida electroforética.
I11.9.2. Electroforesis y visualizacion del ADN

La electroforesis fue llevada a cabo en un sistema de campo eléctrico (CHEF-DRII; BioRad,
Ontario), aplicando 5 voltios/cm?, con el tampén de corrida a la temperatura de 14°C. El
tiempo de las pulsaciones fue incrementado para la enzima Nhel desde 1 a 50 segundos durante
las primeras 13 horas y desde 2 a 50 segundos en las 10 horas siguientes; para la enzima Spel el

incremento del tiempo fue desde 0,2 hasta 54,2 segundos en un sélo programa de 24 horas.

Los geles fueron teflidos con bromuro de etidio (SIGMA) a 10 pg/mL durante 5 minutos,
lavados con agua bidestilada estéril y la fotografia se realizé bajo iluminacién ultravioleta con
un sistema de imagen digital Bio Photonics Gel Print 2000i (BIO/CAN Scientific;Mississaga,
Ontario). El fago Lambda Ladders fue usado como marcador de peso molecular (BioRad,

Ontario).

Nosotros tuvimos en cuenta que nuestras cepas de estudio fueron colectadas en areas distantes
entre si y durante un periodo de 4 afos; con el fin de incrementar las posibilidades de
discriminacién en el analisis de los patrones de PFGE decidimos utilizar dos enzimas de

restriccion  (Nhel 'y Spel). Aislamientos con idénticas combinaciones de patrones de



Materiales y Métodos 50.

macrorrestriccion se agruparon en un cluster. Un solo evento genético es responsable de hasta
tres diferencias en los patrones de restricciéon obtenidos por el método de electroforesis en gel
de campo pulsado, y de haber ocurrido aislamientos con tres o menos bandas de diferencia se
considerarfan subtipos de la misma cepa y, por consiguiente, estrechamente relacionados a los
aislamientos del cluster prototipo, mientras que cepas con mas de tres bandas de diferencias

fueron consideradas como no relacionadas (Goering, 1993; Tenover ¢z al., 1995).

II1.10. Analisis estadistico

Los datos fueron recogidos en una base de datos de Microsoft Excel y se mostraron los
porcentajes de las caracteristicas de interés en tablas de contingencia; en un caso especifico de
evaluacion de la asociacion significativa del determinante ze-M Holandés o Americano a
determinado perfil plasmidico, se usé el Test exacto de Fisher. Se realiz6 un analisis de
correlacion lineal entre valores logaritmicos de las CIMs obtenidas en las cepas de estudio

frente a la tetraciclina y la azitromicina [Coeficiente de Pearson, 7|, mediante el programa

estadistico EPINFO.
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CAPITULO IV- RESULTADOS
IV.1. Distribucién de aislamientos de V. gonorrhoeae por provincias y afios.

En la tabla 1 se observa una disminucién continua del nimero de aislamientos viables desde el
afio 1995 hasta 1998, siendo Ciudad de la Habana la provincia que aporté el mayor nimero de

cepas de N. gonorrboeae viables por cada ano.

IV.2. Susceptibilidad antimicrobiana.

Los resultados del estudio de la susceptibilidad a la penicilina, tetraciclina, espectinomicina,
ciprofloxacina, ceftriaxona y azitromicina de 91 aislamientos de N. gonorrhoeae, recuperados en
11 provincias de Cuba, se encuentran resumidos en la Tabla 2. Sesenta y dos aislamientos
(68,1%) mostraron resistencia a la penicilina (CIM > 2 pg/ml, Tabla 2), 27 (29,7 %)
susceptibilidad intermedia (CIM 0.12-1 mg/mlL., Tabla 2) y 2 (2,2 %) fueron susceptibles (CIM
< 0,06 pg/mL, Tabla 2). Con respecto a la susceptibilidad a la tetraciclina 76 (83,5%) cepas
fueron resistentes (CIM > 2 pg/ml, Tabla 2), mientras que 15 (16,5) se comportaron con
susceptibilidad disminuida (CIM 0.25-1 pug/mlL, Tabla 2) y ninguna cepa resulté susceptible. El
100% de las cepas mostraron susceptibilidad a la espectinomicina, ciprofloxacina y la
ceftriaxona (Tabla 2). Para la espectinomicina se observaron valores de CIMsp y CIMoo de 8
ug/mL y 16 pg/mlL respectivamente; mientras que los valores de CIMgy de las drogas
ciprofloxacina y ceftriaxona fueron de 0,016 y 0,032 nug/mL respectivamente (Tabla 2). Sin
embargo, 5 cepas fueron resistentes a la azitromicina (CIM 2= 2 ug/mlL, Tabla 2) y 49
aislamientos tuvieron susceptibilidad disminuida a esta droga (CIM 0,25-1.0 ug/mlL, Tabla 2).
De estos 49 aislamientos, 23 tuvieron también resistencia mediada por cromosoma o
susceptibilidad disminuida a la penicilina y la tetraciclina, mientras 24 portaron resistencia
plasmidica y dos fueron susceptibles a la penicilina (datos no mostrados). De los 62
aislamientos resistentes a la penicilina en 51 (56%) de ellos se confirmé la producciéon de B3-
lactamasa (PPNG): 45 PP/TRNG, 5 PPNG/CMTR (Tabla 3), y uno tuvo susceptibilidad
disminuida a la tetraciclina (CIM 1 pg/ml., Tabla 4). Las 11 cepas restantes (12%) con
resistencia a la penicilina fueron no-PP/TRNG, siendo consideradas por el valor de sus CIMs

como cepas con resistencia cromosomal a la penicilina (10 CMRNG y 1 CMPR, Tabla 3).
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Un total de 58 cepas (63,7%) fueron TRNG (45 PP/TRNG y 13 TRNG, Tabla 3) y 18 (19,8%)
tuvieron resistencia mediada por cromosoma a la tetraciclina con CIMs > 2 hasta 8 pg/mL
(Tabla 2). Diez de estos ultimos aislamientos mostraron también resistencia cromosomal a la

penicilina (por ejemplo CMRNG, Tabla 3) y 5 fueron productores de penicilinasa (por ejemplo
PPNG, Tabla 3).

De las 91 cepas 27 fueron no-PP/TRNG, pero solamente 13 de ellas (14,3%) fueron
susceptibles a ambos antibiéticos (Tabla 3); en estos 27 aislamientos no se encontré una
correlacion significativa entre las CIMs para la tetraciclina y azitromicina (» = 0,17636891, P=
0,38). Todas las cepas resistentes a la azitromicina fueron TRNG (4 PP/TRNG y 1 TRNG)

(datos no mostrados).

El fenémeno de multirresistencia se observo en el 67% (61/91) de los aislamientos. De las 91
cepas, 56 (61,5%) mostraron resistencia combinada a la penicilina y tetraciclina, 4 cepas (4,4%)
a la penicilina, tetraciclina y azitromicina y 1 (1,1%) cepa tuvo alto nivel de resistencia a la

tetraciclina y resistencia a la azitromicina (Tabla 5).

IV.3. Perfil plasmidico

Segin los datos mostrados en la tabla 6, se hallaron seis perfiles plasmidicos entre las 91 cepas,
siendo el 2,6-3,2-25,2 MDa el mas frecuente (45 aislamientos) y el unico encontrado entre las
PP/TRNG. El perfil plasmidico que predominé entre las cepas no-PPNG/no-TRNG fue el de
2,6-24,5 MDa, seguido del de 2,6 MDa y observados en 15 y 10 aislamientos, respectivamente.
En las cepas PPNG se encontraron 3 cepas con el perfil 2,6-3,2 y 3 cepas con el perfil 2,6-4,5-
24,5. En dos aislamientos no fue posible identificar ninguna clase de plasmidios. El plasmidio
de 3,2 MDa (Africano) se observo en 48 (3 con el perfil 2,6-3,2 MDa y 45 con el perfil 2,6-3,2-
25,2 MDa) (Tabla 6).
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IV.4. Determinante tet-M y perfil plasmidico

La figura 1 muestra los productos de amplificacion correspondientes a la secuencia blanco en
el determinante 7+M en algunos de los aislamientos estudiados. En 48 aislamientos con alto
nivel de resistencia a la tetraciclina (52,7%) se obtuvo una banda de aproximadamente
1 600 pb, correspondiente al determinante f+M tipo Americano y en los restantes 10
aislamientos TRNG (10,9%) se constaté una banda de una talla molecular alrededor de los
700 pb (determinante tipo Holandés). Cuarenta y cuatro (48,4%) cepas con el tipo Americano
también contenfan el plasmidio que codifica para la producciéon de B-lactamasa de 3,2 MDa
(pot ejemplo fueron PP/TRNG), observandose una asociacion significativa (Test exacto de
Fisher, significaciéon p< 0,0001)del determinante tipo Americano con el perfil plasmidico 2,6-

3,2-25,2 y del tipo Holandés con el perfil 2,6-25,2 (Tabla 7).

IV.5. Auxotipos

La Tabla 8 resume la distribucion de los auxotipos determinados en 91 cepas de estudio.
Alrededor del 99% de las cepas pertenecieron a alguno de los siete auxotipos identificados:
prototréfico, Prolina,  Citrulina-Uracilo, Ornitina, Hipoxantina-, Prolina-Ornitina- y
Metionina~. El 70,3% de los aislamientos pertenecieron al tipo prototréfico (proto). El 15,4%,
5,5% y 3,3 % fueron dependientes de la Prolina (P), Citrulina-Uracilo (CU-), y Ornitina (O),
respectivamente. Estos cuatro auxotipos se hallaron en el 94,5% de las 91 cepas estudiadas. En

una cepa el auxotipo no pudo ser determinado (ND).

IV.6. Serogrupo y Serovares

En los 91 aislamientos, 10 serovares fueron identificados. De éstos, 63,7 % se identificaron con
la proteina TA (serogrupo WI) y el 36,3% con la proteina IB (serogrupo WII/III). El serovar
IA-6 fue el mas frecuente (53,8%), mientras que el IB-1, IB-3 y IA-3 estuvieron presentes en el
19,8%, 9,9% y 4,4% de las cepas, respectivamente. La proporciéon de hallazgo de otros

serovares fue mucho mas baja (Tabla 9).
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IV.7. Auxotipos, Serovares

La combinacién de ambos sistemas de clasificacion, Auxotipo/Serovar (A/S), permitid
identificar 21 clases de A/S en las 91 cepas (Tabla 10); 61(67%) pertenecieron a tres clases
mayores de A/S, la proto/IA-6, representada en el 71,1% de los aislamientos PP/TRNG; la
clase P-/IA-6 en el 61,5% de los aislamientos TRNG vy la clase proto/IB-1 en el 40,7% de los
aislamientos No-PP/TRNG (datos no mostrados).

Un 35,2% (32 aislamientos) de las 91 cepas fueron PP/TRNG, de la clase A/S proto/IA-6
(Tabla 10) y contenfan el mismo perfil plasmidico (2,6-3,2-25,2 MDa con el determinante ze-M
tipo Americano, Tabla 3). La mayorfa de estos aislamientos pertenecieron a Ciudad de la
Habana y se encontraron en todos los anos de estudio (1995-1998). Once aislamientos (12%)
no- PPNG/no- TRNG, pertenecieron a la clase A/S proto/IB-1 (Tabla 10), y cinco de ellos
fueron aislados en la provincia de Santiago de Cuba, entre 1995 y 1996. Diez de estos
aislamientos portaron el perfil plasmidico de 2,6-24,5 MDa y uno solamente el de 2,6 MDa
(datos no mostrados). Siete aislamientos TRNG (7,7%) de la clase P-/IA-6 mostraron el perfil
plasmidico de 2,6-25,2 MDa y el tipo ##-M Holandés (Tabla 3, Tabla 10); un total de 5 de los 7

aislamientos procedian de Ciudad de la Habana.

Asi, podemos concluir que se identificaron tres fenotipos mayores en las categorfas de
susceptibilidad antimicrobiana PP/TRNG, TRNG y No-PP/TRNG. Treinta y dos de las 45
cepas PP/TRNG del presente trabajo pertenecieron a la clase A/S proto/IA-6, exhibieron el
perfil plasmidico 2,6-3,2-25,2 MDa y portaron el determinante #e#-M tipo Americano (Tabla 3 y
11) (fenotipo I). Mientras que en las cepas TRNG, 7 de 13 cepas tuvieron el fenotipo: P-/IA-
0, el perfil plasmidico 2,6-25,2 MDa y el determinante %M tipo Holandés (Tabla 3) (fenotipo
IT). Un tercer fenotipo (fenotipo III) fue identificado y estuvo compuesto de 9 aislamientos

No-PP/TRNG, proto/IB-1y con el petfil plasmidico 2,6-24,5.

De manera interesante, los 15 aislamientos Proto/IB-1 (Tabla 3) tuvieron susceptibilidad
disminuida a la azitromicina (CIM 0,25-1 pg/mL, Tabla 2); 11 de estas cepas fueron
cromosomalmente resistentes a la penicilina y la tetraciclina, mientras que tres fueron PPNG y

tuvieron resistencia cromosomal a la tetraciclina, y una fue TRNG (datos no mostrados).
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IV.8. Electroforesis en gel de campo pulsado

Con el analisis de la combinaciéon de patrones de PFGE con ambas enzimas en 52 aislamientos
pertenecientes a las tres clases mayores de A/S se observaron 11 - 17 y 10 - 15 fragmentos de
macrorrestriccion con cada enzima Nbhel y Spel, respectivamente (Figura 2 y 3). Tales
fragmentos fueron resueltos en 16 patrones para la enzima Nhel (Figura 2) y 8 patrones para la
enzima Spel (Figura 3). Con el analisis de los patrones de ambas enzimas por cada cepa se

describieron 18 combinaciones de patrones PFGE Nhel/Spel (Tabla 11).

Se identificaron cuatro “clusters” principales. Diecisiete aislamientos proto/IA-6 (27,9%)
tuvieron el mismo patrén con ambas enzimas y fueron considerados el prototipo I (cluster I)
(Tabla 11). Estos aislamientos fueron recuperados principalmente de las muestras de Ciudad de
la Habana y durante 1995-1997. En siete aislamientos analizados de la clase A/S P-/IA-6, tres
(4,9%0) tuvieron el patrén Nhel/Spel X (cluster II), 3 (4,9) el XI (cluster III) y 1 el patrén XII
(Tabla 11). Finalmente, en el grupo Proto/IB-1, en 11 cepas estudiadas se encontraron cinco
aislamientos (5,5%) con el mismo pattén de PEGE Npel/Spel XIII (cluster IV). Cuatro de
estos aislamientos procedian de muestras de la provincia de Santiago de Cuba durante 1995,
mientras que el quinto aislamiento procedia de la provincia Habana (Municipio San Antonio de

los Bafios) y habia sido aislado en el afio 1998.
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IV.9. Tablas

Tabla 1. Distribuciéon de cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas del tracto urogenital

por provincia y afio.

Afios
Ciudad 1995 1996 1997 1998 Total
Pinar del Rio 3 1 4
Ciudad de la 22 12 10 1 45
Habana
Habana 6 1 7
Villa Clara 2 2
Cienfuegos 2 2
Sancti 2 2
Spiritus
Camagiiey 10 1 11
Holguin 1 1
Granma 1 1
Santiago de 5 8 13
Cuba
Guantanamo 2 1 3
Total 51 21 15 4 91

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patogenas.
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Tabla 1. Susceptibilidad antimicrobiana de 91 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en Cuba (1995-1998).

Numero de aislamientos / % acumulativo / CIM (ug/mL)

Drogas
0,001(0,002 | 0,004 | 0,008 | 0,016 |0,032| 0,063 | 0,125 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 |> 128
Pen® 2/22 | 1733 | 4/7,7 | 15/242 | 7/31,9 | 4/36,3 | 6/42,9 | 1/44,0 | 4/484 | 3/51,6 |5/57,1]18/76,9 | 21/100
Tet 15/16,5] 7/242 | 8/33,0 | 3/36,3 | 14/51,6 | 42/97,8 | 2/100
Espec 34/37,4| 57/100

Ceft |1/1,1]7/8,8[44/57(18/76,|7/84,6(6/91,8/100

1 9 2
Cipro 43/47(28/78,[12/91,[4/95,] 4/100

31 0 2 6
Azit 1/1,1[17/19,[19/40, 26/69,[19/90, | 4/94, 5/100

8 7 2 1 5

a) Pen = penicilina; Tet = tetraciclina; Espec = espectinomicina; Ceft = ceftriaxona; Cipro = ciprofloxacina; Azit = azitromicina
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Clases de Auxotipo/Serovat.

Tabla 3. Susceptibilidad a la penicilina y/o tetraciclina en 91 aislamientos de Neisseria gonorrhoeae de diferentes

Clases de Susceptibilidad No. (% del total)
Clases de Total
A/S* PP/TRNG® TRNG PPNG NO-PP/TRNG
CMTR CMPR | CMRNG | Susc
proto/IA-6 32(35,2) 3(3,3) 0 0 0 0 0 35(38,5)
proto/IB-1 1(1,1) 0 3(3,3) 1(1,1) 0 8(30) 2 15(16,5)
P /IA-6 1(1,1) 8(8,9)c 22,2) 0 0 0 0 11(12,1)
Proto/IA-3 4(4,4) 0 0 0 0 0 0 4(4.4)
Otros (17)° 7(7,7) 2(2,2) 1(1,1) 2(2,2) 1(1,1) 2(2,2) | 11(12,1) | 26(28,6)
Total 45(49,5) 13(14,3) 6(6,6)¢ 3(3,3) 1(1,1) 10(11) | 13(14,3) | 91(100)

a) proto = prototrofica o tipo salvaje, P = prolina-dependiente, C = citrulina- dependiente, U = uracilo- dependiente; b)
todas las PP/TRNG portaron el perfil plasmidico plasmido 2,6-3,2-25,2 MDa y el tipo de determinante tet-M Americano;
c) todos los aislamientos TRNG contienen el perfil plasmidico 2,6-25,2 Mda, siete con el determinante ze~M tipo
Holandés y uno con el tipo Americano d) proto/IA-8=2, proto/IA-21=1, proto/IB-2=3, ptoto/IB-3=3, proto/IB-
22=1, P-/IA-18=1, proto/IB-23=1, CU/IB-1 =1, CU/IB-3=3, H/IB-3=2, M/IA-6=1, O/IA-6=2, O/IB-3=1, P-/IA-
8=1, P-/IB-3=1, PO/IB-1=1, ND/IB-22=1; ¢) 5 aislamientos fueron también CMTR; Susc= susceptibles.
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Tabla 4. Porcentajes acumulados de los valores de CIM en seis cepas PPNG aisladas en Cuba (1995-1998).

Drogas

Concentracion Inhibitoria Minima (ug/mL)

0,002

0,004

0,008

0,016

0,032

0,063

0,125

0,25

0,5

1

2

4

8

16

32

64

128

> 128

Pen

1/16,7

1/333

2/66,7

2/100

Tet

1/16,7

2/50,0

3/100

Espec

1/16,7

5/100

Ceft

2/333

3/83,3

1/100

Cipro

2/333

1/833

1/66,7

2/100

Azit

1/16,7

3/66,7

2/100

a) Pen = penicilina; Tet = tetraciclina; Espec = espectinomicina; Ceft = ceftriaxona; Cipro = ciprofloxacina; Azit = azitromicina
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Tabla 5. Patrones de susceptibilidad antimicrobiana en cepas de

Neisseria gonorrhoeae del tracto urogenital.

Patréon de susceptibilidad antimicrobiana n %
Penicilina / Tetraciclina 56 61,5
Penicilina / Tetraciclina / Azitromicina 4 44
Tetraciclina / Azitromicina 1 1,1
Penicilina 2 2,2
Tetraciclina 15 16,5
Susceptibles a todos los antimicrobianos 13 143
Total 91 100

Tabla 6. Clases de susceptibilidad antimicrobiana y perfil plasmidico en 91

cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en Cuba (1995-1998).

Perfiles Clases de susceptibilidad antimicrobiana
Plasmidicos  no-PP/TRNG PPNG PP/TRNG TRNG
n=27 n=6 n=45 n= 13
Libre de Plasmidios 2
2,6 - 24,5 MDa 15
2,6 MDa 10
2,6 - 25,2 MDa 13
2,6 - 3,2 MDa 3
2,6 - 3,2- 252 MDa 45

2,6 - 4,5 - 24,5 MDa 3
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Tabla 7. Contenido de plasmidios y determinante fez-M en 91 cepas aisladas en Cuba (1995-1998).

Petfil plasmidico / No. (%)

Tipo de TRNG
(tet-M) Ninguno 2,6 2,6/24,5 2,6/25,2 2,6/3,2 2,6/3,2/25,2 2,6/4,5/24,5
Americano 4(4.,4) 44(48,4)
Holandés 9(9,9)2 1(1,1)
no-TRNG 2(2,2) 10(10,9) 15(16,5) 3(3,3) 3(3,3)

a)= asociacion significativa del determinante 7/M con el perfil plasmidico (Test exacto de Fisher, p< 0,0001).
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Tabla 8. Distribuciéon de auxotipos segin categorias de susceptibilidad

antimicrobiana de 91 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en Cuba
(1995-1998).

Categorias de susceptibilidad

Auxotipos PP/TRNG TRNG PPNG No-PP/TRNG TOTAL
No % No % No % No %o No %
Proto 41 91,1 4 30,8 4 66,7 15 55,6 64 70,3
P 1 2,2 9 69,2 2 333 2 7,4 14 15,4
CU 0 0 0 0 0 0 5 18,5 5 5,5
O 2 4.4 0 0 0 0 1 3,7 3 3,3
0 0 0 0 0 0 2 7,4 2 2,2

PO 0 0 0 0 0 0 1 3,7 1 1,1
M 1 22 0 0 0 0 0 0 1 1,1
ND 0 0 0 0 0 0 1 37 1 1,1
Total 45 100 13 100 6 100 27 100 91 100

a) 43 de estos aislamientos contienen el plasmidio de 3,2 MDa
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Tabla 9. Distribucion de serovares segun categorias de susceptibilidad
antimicrobiana de 91 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en Cuba (1995-
1998).

Categorias de susceptibilidad

Serovares PP/TRNG TRNG PPNG No-PP/TRNG TOTAL
No % No Yo No % No % No %
IA-6 36 80 11 84,6 22 33,3 0 0 49 53,8
IB-1 1 22 0 0 3a 50 14 51,9 19 19,8
IB-3 1 22 0 0 0 0 8 27,6 9 9,9
IA-3 4 8,9 0 0 0 0 0 0 4 4,4
IA-8 2 4.4 1 7,7 0 0 0 0 3 33
IB-2 0 0 1 7,7 0 0 2 7,4 3 33
IB-22 0 0 0 0 1 16,7 1 3,7 2 2,2
IA-18 0 0 0 0 0 0 1 3,7 1 1,1
IA-21 1 22 0 0 0 0 0 0 1 1,1
IB-23 0 0 0 0 0 0 1 3,7 1 1,1
Total 45 100 13 100 6 100 27 100 91 100

IA = serogrupo WI, 63,7% del total aislamientos; IB = serogrupo WII/III, 39,3% del total de
aislamientos; a) = aislamientos que contienen el plasmidio de 4,5 MDa.
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Tabla 10. Distribucion de Auxotipos/Serovares segun categorias de
susceptibilidad antimicrobiana de 91 cepas de Neisseria gonorrhoeae
aisladas en Cuba (1995-1998).

Categorias de susceptibilidad

Clases PP/TRNG TRNG PPNG No- TOTAL
PP/TRNG
A/S No. % No. % No. % No. % No. %
Proto/IA-6 322 35,2 3 3,3 0 0 0 0 35 38,5
Proto/IB-1 1 1,1 0 0 3 33 11 12,0 15 164
P /1A-6 1 1,1 8b 8,8 2 22 0 0 11 121
Proto/IA-3 4 4.4 0 0 0 0 0 0 4 4.4
CU/IB-3 0 0 0 0 0 0 3 33 3 33
Proto/IB-2 0 0 1 1,1 0 0 2 22 3 33
Proto/IA-8 2 22 0 0 0 0 0 0 2 2,2
H/IB-3 0 0 0 0 0 0 2 22 2 22
O/IA-6 2 22 0 0 0 0 0 0 2 2,2
Proto/IB-3 1 1,1 0 0 0 0 2 22 3 33
Proto/IB-22 0 0 0 0 1 1,1 0 0 1 1,1
P /IA-18 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
Proto/IA-21 1 1,1 0 0 0 0 0 0 1 1,1
Proto/IB-23 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
PO/IB-1 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
CU/IB-1 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
M/IA-6 1 1,1 0 0 0 0 0 0 1 1,1
ND/IB-22 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
P /IB-3 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
O/1IB-3 0 0 0 0 0 0 1 1,1 1 1,1
P /IA-8 0 0 1 1,1 0 0 0 0 1 1,1
Total 45 49,5 13 14,3 6 6,6 27 29,6 91 100

b

a)= todos los aislamientos portan el determinante ze-M tipo Americano; b)= siete aislamientos
portan el determinante 7#M tipo Holandés y uno el tipo Americano; ¢)= nueve aislamientos
con el perfil plasmidico 2,6-24,5 MDa.
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Tabla 11. Patrones de PFGE de cepas de Neisseria gonorrhoeae

pertenecientes a las tres clases mayores de A/S.

Clases A/S Contenido de No.
Plasmidios aislamientos Nhel Spel Nhel / Spel
() 0
%)
2,6+3,2+25,2Da¢ 17 (27,9) I I I
2,6+3,2+252Db< 5(8,2) 11 I 11
2,6+3,2+25,2D¢ 5(9,8) II 11 111
proto/IA-6 2,6+3,2+25,2D¢ 2 (3,3) I II v
(35)
2,6+3,2+252D¢ 1 (1,0) 111 11 \Y%
2,6+3,2+252D¢ 1 (1,0) v I VI
2,6+3,2+252D¢ 1 (1,0) \4 I VII
2,6+3,2+252D¢ 1(1,6) VI 111 VIII
2,6+3,2+252D¢ 1(1,6) VII I IX
2,6+3,2+25,2D¢ 1 (1,0) ND
2,6+25,2Dd 3 (4,9 VIII v X
P /TIA-6 2,6+25,2Dd 3 (4,9) IX v XI
(11)
2,6+25,2D¢ 1(1,6) X 1AY XII
4 (6,6) ND
2,6+24.5 5(8,2) XI \Y% XIII
2,6+24.5 1 (1,0) XII VI XIV
Proto/IB-1 2,6+24,5 1 (1,0) XIII \Y% XV
(15)
2,6+24,5 2(3,3) XIV VI XVI
2,6 1(1,6) XV VII XVII
2,6+4,5+24.5 1(1,6) XVI VIII XVIII
4 (6,6) ND

a)= Un aislamiento no porta el plasmidio de 3,2 MDa. b)= Dos aislamientos no portan el plasmidio
de 3,2 MDa.; ¢)= portan el determinante fe~-M tipo Americano; d)= portan el determinante ze-M
tipo Holandés; ND= no determinado.
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IV.19. Figuras
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75 pb Figura 1. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa para la identificaciéon del determinante
tet-M Linea 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb; Linea 2: cepa control NG—6418,
determinante z#-M tipo Americano; Linea 3: cepa control 2903, determinante M tipo
Holandés; Lineas 4 y 5 controles negativos; Lineas 9, 21, 27: cepas de estudio con el
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el determinante ze#-M tipo Americano.
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CAPITULO V- DISCUSION

La gonorrea continua siendo un problema serio de salud, el cual afecta de forma no proporcional a
adolescentes, adultos jovenes y a una minorfa en pafses industrializados (Fox ez al, 1998), y a
amplios grupos de poblaciones en paises subdesarrollados (Fox y Knapp, 1999). Aunque la
incidencia ha declinado en muchos paises desarrollados, la proporcion de infecciones causadas por
cepas de IN. gonorrboeae resistentes se ha incrementado en todo el mundo. En muchos paises, el
manejo de la gonorrea y otras infecciones de transmision sexual esta basado en algoritmos de
tratamientos relacionados con la interpretacion sindrémica. Una importante medida para prevenir la
diseminacién de cepas resistentes a los antibidticos que corrientemente estin en uso es una
vigilancia continua o centinela de la susceptibilidad 7z vitro de los aislamientos mas recientes de IN.
gonorrhoeae (WHO  Scientific Group, 1978; Center for Disease Control, 1987). La resistencia
antimicrobiana de N. gonorrhoeae es muy cambiante especialmente en donde regimenes de

tratamiento bien establecidos son aplicados de forma no eficiente (Lind, 1984; Lind 1980).

Desde principios de la década del setenta, se recomienda la penicilina y la tetraciclina como primera
y segunda droga de eleccion en el tratamiento de la gonorrea segun el Programa de Control de

dicha enfermedad en Cuba (Ministerio de Salud Publica, 1997 a).

Consideramos que nuestras cepas de estudio no son representativas, desde el punto de vista
estadistico, de todas las variantes posibles del reservorio de resistencia antimicrobiana que
constituyen los aislamientos que circulan en nuestro medio. Es notable, por ejemplo, que el mayor
nimero de aislamientos proceda de Ciudad de la Habana y que solamente de dicha provincia se
recibieran cepas en los 4 afios que comprende este estudio. Lamentablemente hubo, ademas,
provincias que no enviaron cepas o que de haberlas enviado no resultaron viables para ser parte del
presente trabajo Tabla 3. El cultivo de N. gonorrhoeae es costoso y el Programa de Control de la
gonorrea de Cuba recomienda la coloracién de Gram como método diagnéstico de la enfermedad
gonocdecica tanto en el hombre como la mujer; tal disposicion y la posible falta de personal
entrenado en el diagnéstico por cultivo, unido a las dificiles condiciones de transporte requeridas
para este germen, han comprometido la cantidad y calidad de los aislamientos que arriban al

Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patégenas.
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V.1. Susceptibilidad a la penicilina

Un 68,1% de las cepas estudiadas resultaron ser resistentes a la penicilina, de éstas el 82,3% se debio a
la presencia de alguna clase de plasmidio R que codifican para la produccién de penicilinasa y
alcanzaron el 56% sobre los 91 aislamientos. La emergencia de cepas PPNG constituye un hallazgo
frecuente en todo el mundo, alcanzando valores significativos en Singapur para el 35% (Chan y
Thirumoorthy, 1987), en Filipinas 30-70% (Clendennen, 1992), Gambia 49% (Ison ez al., 1992 a) y
Malawi 36% (Ison ez al, 1992 b). Nuestros resultados se asemejan a los reportados en dichas areas, asi
como a aquellos reportados en Centroamérica y el Caribe donde mas de un 50% de los aislamientos
de gonococo son productores de penicilinasa (PPNG) (Venegas ez al, 1991; Castro et al, 1993;
Knapp ez al, 1995)- en Honduras, 83% de gonococos aislados en trabajadores del sexo en 1989
fueron PPNG (Venegas ¢z al., 1991), 78% de los aislamientos en Nicaragua en el mismo afio fueron
PPNG (Castro e al., 1993) y valores similarmente altos fueron reportados en Jamaica entre 1990 y
1991 (62,9%) (Knapp e al, 1995); nuestros hallazgos estan por encima de los de América Latina
(Fiorito ez al., 1993; Ison, 1995; Fiorito ez al., 1997) y por debajo de los datos reportados en otras

investigaciones realizadas en Africa (Desai ef al, 1990).

En 1979 se detecté en Cuba por primera vez una cepa de gonococo productora de penicilinasa
(Almanza C, 1979). Delgado ez al. (1989), entre 1983 y 1985, no encontraron cepas de N. gonorrhoeae
con resistencia a la penicilina, pero el 63% si mostré susceptibilidad disminuida. Algunos estudios
desarrollados en Ciudad de la Habana ya habian reportado altas proporciones de N. gonorrhoeae
productoras de penicilinasa (Almanza C, 1988; Berroa M, 1988). En 1989, 24 cepas aisladas en
Cuba fueron estudiadas por Dillon JR en Canada (1990), que resulté en un 37,5% de las cepas
PPNG. Estos estudios constituyen casi el total de los antecedentes a la presente investigacion
(1995-1998), relacionados con la susceptibilidad antimicrobiana y caracterizacion de aislamientos de

N. gonorrhoeae que circulan en nuestro medio.

Al comparar los resultados del afio 1989 (Dillon JR, 1990) con los de nuestro estudio, el incremento
de cepas PPNG represent6é un 18,5%. Estd descrito que una vez que la resistencia mediada por
plasmidios se introduce en una poblacién bacteriana, ésta tiende a la permanencia e incremento
(Lind et al, 1991; Chu et al, 1992; Chenia, 1997). Por ejemplo, en Taiwan hubo un dramatico
incremento de aislamientos PPNG a partir de 1976 (alrededor del 5%) hasta 1985 (50%). Ademas,

se observo una estabilidad en valores de 57-62% durante 1985 a 1990, aun después de haber puesto
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fin a la penicilina como droga de eleccion en la profilaxis y tratamiento de la gonorrea (Chu ef al,
1992). De manera similar, en Canada se reporté un incremento del 77% de cepas PPNG desde 59

cepas en 1988 a 1 046 en 1989 (Andénimo, 1991).

En otros pafses como Estados Unidos, la proporcion de cepas con altos niveles de resistencia a la
penicilina no es elevada, sin embargo, se han reportado brotes localizados de las mismas

(Rothenberg y Voigth, 1988; Handsfield ez 4/, 1989).

En las Américas, excluyendo Estados Unidos de Norte América y Canada, informes provenientes
de 10 paises en 1995 indicaron que de 10 500 aislamientos el 10% era PPNG, lo que es superior al
5% confirmado en 1990 (Ison ez al., 1998b).

En nuestro trabajo, solamente en 11 de las 91 cepas (12,1%) se encontrd resistencia de origen
cromosémico (CIM > 2 pg/ml, no-PPNG) a la penicilina. La resistencia cromosomal a la
penicilina es de bajo nivel y resulta de las mutaciones en multiples locus, incluyendo el penA, mtry
penB. Los efectos aditivos de estas mutaciones pueden incrementar la CIM desde < 0,06 pg/mlL en

una cepa susceptible hasta > 1 pg/mlL con el consecuente incremento de fracasos terapéuticos; el
hallazgo de cepas de IN. gonorrhoeae con resistencia cromosémica a la penicilina es de gran interés ya
que la susceptibilidad disminuida a las cefalosporinas, tales como cefuroxima, cefotaxima vy
ceftriaxona parece ser conferida por mutaciones en el mismo locus (William ez a/, 1988; Ison,
1996). Los cambios en la prevalencia de cepas con resistencia cromosémica estan asociados a

cambios en los regimenes de tratamiento (Lind, 1997).

En Argentina la proporcion de cepas CMPR alcanzé un 19% en 1996 (Fiorito et al, 1997); en
Estados Unidos, segun el Proyecto de Vigilancia de Aislamientos de Gonococo (GISP) se reportd
un 17,9% de cepas resistentes a la penicilina con un 12,8% de aislamientos CMPR (Anénimo,

1998b).

Existen datos provenientes de pafses de la region Oeste del Pacifico que sefialan un incremento de
la resistencia cromosomal a las penicilinas y/o fluoroquinolonas. En Hong Kong, los aislamientos
con resistencia cromosomal a la penicilina representan el 66,4% mientras que la proporciéon de

PPNG ha declinado hasta 2,6% (Kam e# al., 1995).
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En la region del Sudeste de Asia, estudios de cepas aisladas de Tailandia e Indonesia muestran una
alta proporcién de ambas, PPNG (17%) y CMPR (51%) (Knapp e al., 1997 a; Lind y Hutapea,
1997). Porcentajes de cepas CMPR similares a los nuestros se reportan en pafses de Africa como

Zaire y Kenia (van Dyck ez al., 1997; Claeys ez al., 1998).

En algunas regiones de Europa se emplea aun la penicilina para el tratamiento de la gonorrea en
ciertas circunstancias (Fitzgerald, 1997). Sin embargo, cepas resistentes a las penicilinas son aisladas
de casos importados, y por esta razon la resistencia a este grupo de antibioticos llega a alcanzar
niveles importantes (Lewis ¢z a/, 1995; Backman ez al, 1996; Kyriakis et al., 1999). Finalmente en
Escocia, 1996 fue un afio en el que se sefialé un 2,6% de PPNG y un 5% de CMPR (Young ¢7 af.,
1997).

V.2. Susceptibilidad a la tetraciclina

Resulta muy relevante el hecho de encontrar que el 84,6% de las cepas estudiadas resultaron

resistentes (CIM 2 2ug/ml) a la tetraciclina y ninguna susceptible (CIM < 0.25 pg/mlL). Una patte
importante de los aislamientos estudiados (58/63,7%) tenfan resistencia plasmidica a este
antibiotico, siendo especificamente el plasmidio conjugativo de 25,2 MDa (con el determinante Zer-
M incluido) el responsable del alto nivel de resistencia a la tetraciclina. Cuando comparamos estos
resultados con lo reportado en el afio 1989 por Dillon JR(1990), donde un 29,2% de las cepas
resultaron ser resistentes, vemos que el perfil de resistencia contra este antimicrobiano se ha
modificado considerablemente con un incremento no solo del nimero de cepas resistentes sino

también en los valores de CIM. Asi, en 1989 ninguna cepa mostré6 CIM supetior a 4 pg/mL. En el

presente trabajo (1995-1998) ya se detectan cepas con CIM 232 pg/ml. El fenémeno de alto nivel
de resistencia a la tetraciclina se reporta de manera frecuente en muchas partes del mundo (Dillon y
Carballo, 1990; West ez al, 1995). Hay informes que indican una diseminacién de cepas de
gonococo con tales caracteristicas por los Estados Unidos y su apariciéon en Europa (Knapp e# af,
1987b; van Klingeren y Dessens-Kroon, 1989; Ison ez al., 1988; Center for Diseases Control, 1990).
En 1997, un estudio del GISP detect6 en Estados Unidos un 25,6% de cepas resistentes a la
tetraciclina, de las cuales el 17% tuvieron CMTR vy el 8,6% fueron TRNG (Anénimo, 1998b).
Nuestros resultados estan por encima de la media reportada para el resto de las Américas, aunque

colecciones de datos regionales han demostrado un incremento de cepas TRNG desde menos del

5% en 1990 hasta alrededor del 15% en 1995 (Ison e al, 1998 b). Otros autores sefialan la
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proporciéon de TRNG en paises del Caribe y América Latina, entre 1993 y 1995, en el rango de 6%
al 63% y entre 5% y 71% para cepas que exhibfan CMTR (Dillon y Li, 1997).

El alto nivel de resistencia a la tetraciclina en paises de la region Oeste del Pacifico esta
ampliamente distribuida pero las proporciones no son uniformes (Singapur 84%, Vietnam 35,9%,
Islas Salomén 74%), mientras que otros paises reportan por debajo del 10% (WHO Western Pacific

Region Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme, 1997).

En el Sudeste de Asia las cepas TRNG ocurren de manera prominente. En Tailandia se report6é un
16% de cepas TRNG y un 55% de cepas CMTR (Knapp ¢ al, 1997 a). Indonesia tiene una alta
proporcién de cepas TRNG, y virtualmente todas las cepas mostraron alguna forma de resistencia a
la tetraciclina (Lind y Hutapea, 1997; Djajakusumah ez a/, 1998), resultado muy similar a nuestros
hallazgos. En la India, Bhalla et al (1998) encontraron 28% de TRNG en 50 aislamientos
consecutivos en Nueva Delhi. Un 10% de 94 cepas estudiadas en Bangladesh fueron TRNG en
1997 (Bhuiyan ez al., 1999).

En paises de Africa el fenémeno de la resistencia adquiere la mayor relevancia (van Dyck e al,
1997; West et al, 1995). Por ejemplo, hasta 1993 las cepas TRNG alcanzaron un 61% en Costa
Marfil, 12% en Ruanda y 30% en Zaire. Especificamente en Ruanda (Bogaerts e# al, 1998) se
observé este incremento a partit de 1989. Aislamientos TRNG estuvieron ausentes en cepas
examinadas en Durban y Sudafrica hasta 1993 (Chenia ¢# al, 1997). Otros datos también indican
que las cepas TRNG estan diseminadas en Africa con un 82% en Camertn, 65% en Etiopia, 21%

en Mozambique y 62% en Zambia (van Dyck ez al., 1997).

Es notable que tanto para la penicilina como para la tetraciclina existan fluctuaciones en los
porcentajes entre pafses o regiones contiguas. Una vez que la resistencia antimicrobiana se
desarrolla en cepas de gonococo, éstos se perpetian de forma creciente si los regimenes de
tratamiento permanecen inalterados. Las cepas PPNG, TRNG, CMTR y CMPR se diseminan en
areas donde ocurre el uso no controlado de antibiéticos, sobre todo en territorios importantes con
una politica informal de salud. Por otra parte, tal diseminacion de la resistencia no sucede de forma
inmediata ni es inevitable en todas las comunidades. La endemicidad de cepas de gonococo
resistentes sucede una vez que se alcanza una masa critica de cepas resistentes que infectan a grupos

de individuos que transmiten la enfermedad con alta frecuencia (por ejemplo: Trabajadores
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comerciales del sexo) (Tapsall, 2001). Existen especulaciones acerca del uso de las quinolonas y su
efecto de cura plasmidica en cepas de gonococo, y que este fenémeno explica en parte la
disminucién que ha ocurrido de las cepas TRNG y PPNG en un tiempo relativamente corto, como
ha sucedido en Hong Kong para los aislamientos TRNG desde 4,5% hasta 2,1% en dos afos

(Kam ¢t al., 1995), aunque para esta hipotesis no existen datos experimentales concluyentes.

En investigaciones sobre la frecuencia de transferencia del plasmidio conjugativo de 25,2 MDa, se
ha demostrado que otras neisserias o especies relacionadas portadoras de dicho plasmidio son
capaces de transferirlo por conjugacién a multiples células receptoras, lo que determina un
comportamiento endémicamente estable de este elemento genético en algunas areas geograficas.
Ello ha favorecido incluso la prevalencia de cepas de IN. gonorrhoeae que albergan plasmidios R con
determinantes que codifican para la produccién de penicilinasa y que pueden ser transferidos con la

ayuda de las propiedades de conjugacion de este plasmidio (Roberts y Knapp, 1989).

El hecho de que mas del 60% de las cepas del presente estudio sean resistentes a la penicilina y la
tetraciclina y que mas del 50% lo sean a ambos antimicrobianos, explica la causa de frecuentes
fracasos terapéuticos en nuestro medio; apoyamos tal afirmacién sobre la base de nuestra propia

experiencia y las de otros colegas (Almanza C, 1998; Llorente C, 1998).

Segun observaciones realizadas, en Cuba una parte importante de los pacientes con gonorrea
reciben tratamiento sin prescripcion médica con penicilina o tetraciclina antes de acudir por primera
vez a consulta en las instituciones de salud. Por esta razén los individuos infectados con cepas
sensibles a estos antibiéticos no llegan, en gran nimero de ocasiones, al nivel primario de atencion
médica. En algunos casos el régimen de tratamiento no ha sido total o correctamente
implementado, lo cual favorece los mecanismos de adaptacion evolutivos para la resistencia de N.
gonorrhoeae a estos antimicrobianos (Barrero E, 1995). En otros, a pesar del buen establecimiento de
la terapia, ocurren fracasos terapéuticos que definitivamente estan asociados con cepas de N.
gonorrhoeae cuyos valores de CIM son elevados (Reyn, 1944; Dunlop, 1949; Del Love y Finland,

1955; Martin, ez al. , 1970; Holmes, 1973; Kampmeier, 1983) y obligan al paciente enfermo a recibir
atencion con el especialista; s6lo en tales circunstancias se practica el cultivo y aislamiento de cepas
de gonococo que posteriormente son enviadas al Laboratorio Nacional de Referencia (Barrero E,

1995). El empleo de la penicilina y la tetraciclina como primera y segunda droga de eleccion durante
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casi tres décadas en el tratamiento de la gonorrea, la ausencia del monitoreo sistematico de la
susceptibilidad a estos antimicrobianos y lo antes expuesto, explican el porcentaje creciente de
cepas resistentes a la penicilina y tetraciclina encontradas en nuestro estudio respecto a los
resultados obtenidos en aislamientos de finales de la década del ochenta en nuestro pafs (Delgado ef

al, 1989; Dillon JR, 1990).

La OMS establece que regimenes terapéuticos que logran menos del 95% de cura han estado
asociados historicamente a un rapido incremento en la prevalencia de organismos resistentes, y por
lo tanto aquellos con un porcentaje de cura entre 90-95% deben ser utilizados con precaucion ya

que aislamientos resistentes podrian ser seleccionados (Anénimo, 1997).

En nuestro trabajo existe un predominio de la resistencia de alto nivel a la penicilina y a la
tetraciclina (mediada por plasmidios) sobre la resistencia cromosémica; tal hallazgo podtia estar
determinado también, como se ha sugerido en otros articulos (Lind, 1997), por el hecho de que
mientras las cepas PPNG y TRNG son detectadas de la manera mas confiable y evidente (por
ejemplo a través de la determinacién de la produccion de penicilinasa, de la CIM 2 16 pg/mL para
la tetraciclina y la identificacién del determinante #e-M), la resistencia mediada por cromosoma

podria no ser revelada por el empleo solamente de la determinacion de la CIM.

También podemos especular que el mayor nimero de aislamientos PP/TRNG (49,5%) sobre los
PPNG (6,6%) y TRNG (14,3%) encontrados en Cuba esta estrechamente vinculado con el uso
amplio y popular de la penicilina en combinacién con la tetraciclina, encaminados al tratamiento de

la gonorrea/infeccién por Chlamydia, resultando en la eliminacién de una parte importante de cepas

TRNG y PPNG.

V.3. Susceptibilidad a la azitromicina

El uso de este nuevo macrolido en el tratamiento de la gonorrea ha sido explorado debido a su
eficacia en el tratamiento de enfermedades de transmisién sexual producidas por Chlamydia
trachomatis y en reconocimiento de la alta frecuencia de co-infeccion con N. gonorrhoeae y uretritis
post-gonocdccica. La azitromicina ofrece el posible empleo de una sola dosis oral siendo efectiva

contra ambos N. gonorrhoeae (2 g) y C. trachomatis (1 g). Esta droga es usada con tal propodsito en
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Brasil (Dillon ez al, 2001a). A pesar de que en Cuba no existen reportes del uso de la azitromicina
en el tratamiento de la enfermedad gonocdccica, se encontraron resistencia (CIM > 2 pg/mlL) y

susceptibilidad intermedia (CIM 0,25-1 pg/mL) en 5 (CIM 4 pg/mlL) y 49 aislamientos de nuestro
estudio, respectivamente. Esto puede estar relacionado al frecuente uso de la eritromicina en el
tratamiento de la gonorrea en pacientes alérgicos a la penicilina. La resistencia cruzada entre la
azitromicina y la eritromicina ha sido ampliamente reportada. En 1989, se reporté un 29,2% de
resistencia a la eritromicina en cepas aisladas en Cuba (Dillon JR, 1990). Resultados similares a los
nuestros han sido reportados en paises de América Latina para la azitromicina (Roberts ¢# al., 1999;
Zarantonelli ¢/ al, 1999; Dillon e# al., 2001a; Dillon e al., 2001b). Sin embargo, el CDC, Atlanta
(Estados Unidos de Norte América) no prioriza esta droga para el tratamiento de la gonorrea
debido a que es muy costosa, tiene efectos secundarios gastrointestinales a las dosis mencionadas (2
g por dosis para N. gonorrhoeae), y es frecuente la resistencia cruzada a éste y otros macrolidos por

experiencia previa con la eritromicina (Handsfield e a/., 1994; Center for Disease Control, 2000).

Son interesantes los valores de CIMso y 9o obtenidos para la azitromicina (0,25 ug/mL; 0,5 pg/mL),
la tetraciclina (1,0 pg/mL; 4,0 pg/mL) y la penicilina (1,0 pg/mL; 4,0 pg/mL) en las 27 cepas no-
PP/TRNG de nuestro estudio. Las CIMs de dichos aislamientos se mueven entre los valores de
susceptibilidad intermedia para la azitromicina y valores considerados en el limite maximo de
susceptibilidad intermedia y resistencia para la penicilina y la tetraciclina. Esto sugiere una posible

correlacion lineal entre los niveles de CIM de la azitromicina con los de la tetraciclina y la penicilina.

Como parte de un estudio de vigilancia activa para monitorear la emergencia de cepas resistentes a
la azitromicina, Zarantonelli ez al (1999) examinaron los niveles de susceptibilidad a este
antimicrobiano en 51 aislamientos consecutivos obtenidos de hombres con uretritis gonocdccica
no complicada; el hallazgo de gonococos con susceptibilidad disminuida fue un hecho comun, tal

fenémeno puede ser explicado, en parte, por mutaciones en el complejo zr.

Ha sido descrita una correlacion lineal significativa entre valores logaritmicos de CIMs de la
tetraciclina y azitromicina con los de la eritromicina, cuyo origen esta relacionado con alteraciones
en el funcionamiento de un grupo de genes m#CDE (unidad transcripcional), regulados

negativamente por el gen ##7R y que controlan la susceptibilidad a la eritromicina y otros agentes
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hidréfobos y detergentes, lo que explica la resistencia cruzada entre dichos agentes (Ison, 1996;

Zarantonelli ¢ a/, 1999).

Sin embargo, entre los 27 aislamientos no-PP/TRNG de nuestro trabajo no fue posible encontrar
una correlacion lineal significativa entre los valores de CIMs logaritmicos para la tetraciclina y la
azitromicina (» = 0,17636891 [P = 0,38]) (datos no mostrados). Zarantonelly ¢z al., (1999), utilizando
los criterios de Morse e# al., (1982), encontraron que el fenotipo Mtr (elevada resistencia al cristal
violeta y al Triton X-100) fue expresado en el 50% de las cepas con susceptibilidad intermedia a
la tetraciclina, azitromicina y eritromicina; tales cepas fueron mds resistentes a dichas drogas,
comparado con el nivel de resistencia exhibido por aquellos aislamientos sin el fenotipo Mtr.
Nuestro hallazgo puede explicarse por el hecho de que en el mecanismo de resistencia a la

tetraciclina no sélo participan mutaciones en el locus ##r sino también en el penB.

En un estudio realizado por Tapsall et al(1998 b) fueron reportados cinco casos de fracaso
terapéutico ante la administracion de 1 g de azitromicina; las cepas aisladas de estos pacientes
exhibieron CIMs de 0,125 a 0,25 pg/mL y se arribé a la conclusién de que la correlacion de
resultados de las CIMs/dosis-tratamiento usualmente encontradas en gonortea no son aplicables
para azitromicina ya que los factores farmacocinéticos pueden disminuir el valor predictivo de los
datos obtenidos por CIM. A pesar de ello, este antimicrobiano es considerado una de las
alternativas de tratamiento de la gonorrea no complicada, pero sosteniendo una vigilancia y
monitoreo de los patrones de susceptibilidad con el fin de determinar la emergencia temprana de

resistencia (Tapsall ez a/, 1998 b).
V.4. Susceptibilidad a la ciprofloxacina

El total de nuestros aislamientos fueron susceptibles a la espectinomicina, ciprofloxacina y
ceftriaxona, lo que coincide con datos procedentes de estudios realizados en el sur de Africa (Ison ez

al, 1992 b).

En nuestro trabajo fueron notables cuatro aislamientos que mostraron una CIM de 0,06 pg/mL
para la ciprofloxacina, valor inmediato al rango estimado para la categorfa de susceptibilidad

intermedia. Las fluoroquinolonas son una popular alternativa y tienen la ventaja de ser altamente
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eficaces contra cepas resistentes a la penicilina, pero la resistencia a quinolonas necesita ser
monitoreada (Lewis e al, 1994). En Cuba, ya existe el primer informe de una cepa resistente a la
ciprofloxacina aislada en 1997 del area genital de un paciente masculino (Llanes ¢# a/, 2001). De
cualquier manera creemos muy probable que el 95% o mas de las cepas de IN. gonorrhoeae que
circulan en nuestro medio sean susceptibles a la ciprofloxacina, teniendo en cuenta el patrén de

susceptibilidad obtenido en los 91 aislamientos estudiados procedentes de varias provincias.

Recientemente, se ha demostrado que aislamientos clinicos de IN. gonorrboeae con susceptibilidad
intermedia a la ciprofloxacina tienen una sola sustitucion de un aminoacido en la subunidad GyrA
de la gyrasa de ADN, mientras que las cepas resistentes tienen dos sustituciones en GyrA vy
adicionalmente una sola sustitucion en uno de los aminoacidos de la proteina ParC (Degushi ez a/,
1996; Degushi e a/,1997; Tanaka ef al., 1998). Dos informes se refieren a cepas con CIMs de 8,0-
64,0 pg/mL para la ciprofloxacina, teniendo ambas dos sustituciones GyrA y dos ParC (Tanaka ez

al., 1998; Trees et al., 1998).

Cuando examinamos la historia de la adaptacién al medio del gonococo, es llamativo que la
velocidad de la aparicién de resistencia frente a la ciprofloxacina ha sido mucho mayor que la que
ha desarrollado frente a otros antibiéticos como la penicilina y la tetraciclina (Center for Diseases
Control, 1990). ILas cepas de gonococo con susceptibilidad disminuida a una o mas
fluoroquinolonas fueron aisladas por primera vez a finales de los ochenta. Las CIMs para la
ciprofloxacina fueron tipicamente de 0,125 a 0,5 pg/mL (Willigen ¢# al, 1987; Knapp e# al., 1995).
Estas cepas parecen haber emergido en el Lejano Oriente (Tanaka ef @/, 1998), y ha ocurrido un
incremento muy rapido en algunas areas, como Filipinas con un incremento desde un 12% en 1994
hasta un 63% en 1996-1997 (Pato-Mesola e¢7 al., 1997). También han sido introducidas en Australia,
donde la prevalencia ha alcanzado el 12,4% (Tapsall ez a/,19982) y estan siendo reportados

esporadicamente en las Américas y el Caribe (Ison e al., 1998 b).

Los aislamientos que han experimentado una disminucién de la susceptibilidad a las
fluoroquinolonas pueden ser categorizados como con susceptibilidad intermedia (MIC 0,125-0,5
pg/mL) o resistentes (CIM 21,0 pg/mL) a la ciprofloxacina (Bayer Pharmaceuticals, West Haven,

CT, USA) o fluoroquinolonas con una actividad equivalente como ofloxacin (Ortho-McNeil
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Pharmaceuticals, Raritan, NJ, USA). El alto nivel de resistencia ha sido comunmente descrito en el
Lejano Oriente, especificamente en las Filipinas, Hong Kong, y Japon (Kam ez al, 1995;
Abeyewickereme e al, 1996; Tapsall ¢t al., 1996; Knapp et al., 1997 b). Segun el GISP, conducido
por el CDC, se detect6 en 24 ciudades de los Estados Unidos de América una creciente prevalencia
de cepas con bajo nivel de resistencia a las quinolonas (de 0,3% en 1991 a 1,3% in 1994, P < 0,001)
(Handsfield y Whittington, 1996). En esta misma emision, Gordon ez 2/(1996) describen también
un gran brote de infecciones causadas por N. gonorrboeae con susceptibilidad disminuida o bajo nivel
de resistencia a la ciprofloxacina (CIM 0,125 a 0,5 pg/mL) en Cleveland, Ohio, donde el porcentaje
de aislamientos con esta caracteristica se incrementé desde un 2% hasta un 16% durante un
periodo de tres anos. En Cuba, se ha comenzado a emplear la ciprofloxacina como primera linea de
tratamiento de la infeccién gonocdccica de manera muy puntual e independiente a las sugerencias
del Programa de Control de las Infecciones de Transmisiéon Sexual (ITS). Esta accién se viene
realizando en algunas regiones o provincias, como Camagiiey y Santiago de Cuba, desde hace
aproximadamente 2 afios. Ademds, recientes versiones de dicho programa (atn en revision)
implementaran el manejo sindrémico de las ITS con el uso de esta droga en el control de la
gonorrea. Un estudio actual realizado en la Republica de Filipinas encontré que 45% de las
infecciones producidas por cepas de gonococo, que exhibfan CIMs de 4,0 pg/mL o mayores,
fracasaron para responder al tratamiento habitual de 500 mg en una sola dosis de ciprofloxacina
(Aplasca ez al, 1997). Las experiencias citadas en otras regiones del mundo nos hace pensar que el
continuo uso de este agente reducird en un futuro cercano la inherente susceptibilidad en
poblaciones de gonococos, trayendo, por consiguiente, el disefio necesario e inmediato de
estrategias que garanticen la recuperacion de cepas de N. gonorrhoeae para el monitoreo y vigilancia

de la susceptibilidad antimicrobiana en varios sitios centinelas del pafs.

V.5. Susceptibilidad a la espectinomicina

A diferencia de la penicilina y la tetraciclina, la espectinomicina (Pharmacia and Upjohn, Inc.,
Kalamazoo, MI, USA) continda siendo util en el tratamiento de la gonorrea en muchas éareas
geograficas (Fox y Knapp, 1999). No existen antecedentes publicados de fracaso terapéutico ni de
resistencia zz vitro a esta droga en Cuba. En el presente trabajo las 91 cepas de muestras urogenitales

resultaron susceptibles a la espectinomicina.
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La resistencia a esta droga ha emergido y se ha hecho prevalente de forma rapida cuando se ha
usado como terapia de primera eleccién en la enfermedad gonocéccica (Boslego ef al., 1987). Sin
embargo, cuando ha sido reservada como régimen de tratamiento alternativo, la resistencia ha sido
rara. En nuestro pafs algunos médicos han usado la espectinomicina como una alternativa del
tratamiento de la gonorrea pero muy esporadicamente (Rodriguez M, 1995,). Los datos reunidos
por el GISP sobre el tratamiento de la gonorrea en los Estados Unidos indican que, en 1997, solo el
0,7% de los pacientes fueron tratados con espectinomicina y 5 aislamientos resistentes a dicho
antimicrobiano fueron identificados entre 50 985 cepas estudiadas en un periodo de 10 afios (Fox y
Knapp, 1999). En la regién Oeste del Pacifico, el programa de vigilancia antimicrobiana para

gonococo (GASP) identific cuatro cepas resistentes entre 4 124 cepas estudiadas (Tapsall, 1997).

De forma regular, N. gonorrboeae es susceptible a la espectinomicina en todo el mundo. En otras
regiones como el Sudeste de Asia, de 94 cepas estudiadas en Bangladesh (1997) y 50 cepas de
Bandung, Indonesia, el 100% fueron susceptibles a esta droga (Djajakusumah ez 2/, 1998; Bhuiyan
et al, 1999). En varios paises de Africa la situacion ha sido similar (West, 1995; van Dyck ez al,
1997; Bogaerts et al., 1998).

Finalmente, varios estudios publicados en paises de Europa (Lewis ez al, 1995; Nissinen et al., 1997)
y del Medio Oriente (Raddadi ef al, 1998) reportaron como susceptibles todos los aislamientos

estudiados.

Aunque la resistencia a la espectinomicina no esta ligada a la produccién de penicilinasa, su
emergencia en cepas PPNG vy la disponibilidad de tratamientos alternativos han hecho declinar su
uso (Tapsall, 2001). Adicionalmente, son recordados fracasos al tratamiento con este
antimicrobiano en cepas donde las CIMs fueron bajas en algunos estudios tempranos (Jaffe ez al,
1976). Posteriormente, se pensé que la pobre distribucion del antimicrobiano desde el sitio de

inyeccion intramuscular era la causa de este fendmeno (Tapsall, 2001).

V.6. Susceptibilidad a la ceftriaxona

Todavia no se han detectado cepas de N. gonorrhoeae capaces de elaborar B-lactamasas capaces de
inactivar a cefalosporinas de tercera generacién, como ya ha ocurrido en otros microorganismos
gramnegativos. Asi, la ceftriaxona es resistente a la actividad de la accién de la B-lactamasa TEM-1

de las cepas PPNG que circulan hoy dia en todo el mundo (Tapsall, 2001).



Discusion 80.

No ha sido documentada resistencia clinicamente significativa de N. gonorrboeae a la ceftriaxona
(Roche Pharmaceutical, Wayne, NJ, USA). Las CIMs para la ceftriaxona en cepas de gonococo
CMPR suelen ser mas altas que en cepas susceptibles a la penicilina, debido probablemente a que
alteraciones en las protefnas fijadoras de la penicilina (PBP) afectan a ambos antimicrobianos (Fox
et al, 1997; Fox y Knapp, 1999). Aunque se han reportado cepas que exhiben susceptibilidad
disminuida a la ceftriaxona (CIM >0,25 pg/ml) (Fox et al,1997; Nissinen ¢# al, 1997), no se ha
demostrado asociacion de susceptibilidad disminuida zz vitro con fracasos clinicos terapéuticos, ni
con el uso de altas dosis de cefalosporinas (Fox ez al, 1997). Inclusive, la alta actividad de las
cefalosporinas de tercera generacion, especialmente de la ceftriaxona, ha sugerido la existencia de
una considerable capacidad de reserva desde el punto de vista de la posibilidad de poder
incrementar la dosis de este agente inyectable en un futuro. En efecto, las dosis de ceftriaxona

recomendadas han sido reducidas en algunas directrices de tratamiento desde 250 mg a 125 mg en

dosis unica (Tapsall, 2001).

La ausencia sostenida de resistencia documentada a la ceftriaxona y otras cefalosporinas como la
cefixima, que se emplean en el tratamiento de la gonorrea, esta bien avalada por la importante

utilizacion de estas drogas en los ultimos 10 afios (Fox y Knapp, 1999).
V.7. Analisis del petfil plasmidico

El perfil plasmidico mas frecuente en nuestra investigaciéon se encontré dentro del grupo de las
cepas PP/TRNG (2,6-3,2-25,2 MDa) (49,5%). En el estudio de 1989 (Dillon JR, 1990), el petfil
plasmidico 2,6 MDa represent6 el 33,3%, seguido del 2,6-24,5 MDa (25%), el 2,6-3,2-24,5 MDa
(20,8%), el 2,6-3,2 MDa (8,3%) y el 2,6-4,5 MDa (8,3%) (Dillon JR, 1990); ademas, no se
encontraron aislamientos TRNG (portadores del plasmidio de 25,2 MDa).

Es interesante no haber encontrado en nuestro trabajo cepas con la combinacién de plasmidios
2,6 - 3,2 — 245 Mda. van Embden ¢ a/ (1981) identificaron por primera vez esta nueva
combinacién de plasmidios en cepas de N. gonorrhoeae en Holanda. En ese mismo afio, son aisladas
5 cepas con esta combinacion en Canada (Dillon y Pauzé, 1981) y en 1982 Johnston y Kolator
(1982), en Inglaterra, reportan dos de estos aislamientos. Aunque esto fue algo inusual por algin

tiempo, ya existen en la literatura mundial reportes desde Espafia, Uruguay, Argentina y Hawai, que



Discusion 81.

resaltan un alto porcentaje de cepas que albergan ambos tipos de plasmidios en combinacién, para
el 50.0%, 95.0%, 87.5% y 58.3%, respectivamente, sobre el total de cepas que portan el plasmidio
del tipo Africano (3.2 MDa) (Borthagaray e7 al., 1990; Vazquez, 1991; Fiorito, 1993; Sarafian e al.,
1992).

La manera que quiza se ha establecido progresivamente hasta nuestros dias el plasmidio de 25,2
MDa en combinacién con el de 3,2 MDa en nuestro medio, podria ser sugerida considerando
algunas diferencias entre el plasmidio de 25,2 MDa y el de 24,5 MDa. El plasmidio de 25,2 MDa se
asocia unica y naturalmente con el de 3,2 MDa, por lo que este pudo tener su origen en una
poblaciéon de cepas de N. gonorrboeae portadoras del plasmidio de 3,2 MDa, tales como aquellas
prevalentes en Norte América, FEuropa , Africa y el Caribe (Roberts, 1989). Cepas que
frecuentemente cohabitan de forma transitoria con N. gonorrhoeae, como N. meningitidis, otras
Neisserias y - Kingella denitrifican, portan naturalmente el plasmidio de 25,2 MDa. Estas especies no
albergan normalmente al plasmidio de 24,5 MDa y los ensayos experimentales intentando
introducitlo en N. meningitidis y otras especies de neisserias han sido infructuosos (Genco e# al.,
1984). Sin embargo, ha sido demostrado que el plasmidio de 25,2 MDa puede ser transferido por
conjugacion, mantenido, y llevado de regreso a IN. gonorrhoeae desde IN. meningitidis, como también
desde otras Neisseria spp. (Roberts y Knapp, 1988). En correspondencia con esto el plasmidio de

25,2 MDa cuenta con atributos determinantes y un importante reservorio en su medio ambiente.

Es notable la diferencia en la proporcion de los plasmidios mayoritarios identificados en las cepas
aisladas del tracto urogenital a finales de la década de los ochenta respecto a las 91 cepas de nuestro
estudio (Tabla 15). Dillon JR en 1989 (1990) reporté un 45,83% de aislamientos con el plasmidio
de 24,5 MDa; en el presente trabajo, solamente el 20,87% de las cepas presenté este plasmidio.
Ademas, mientras la asociacion del plasmidio de 3,2 MDa con el de 24,5 MDa fue detectada en 5
cepas del tracto urogenital a finales de los afios ochenta, tal asociacién no se encontré entre los 91

aislamientos urogenitales de nuestra investigacion.

Cepas PP/TRNG que albergan la combinacién de los plasmidios de 2,6-3,2-25,2 MDa han sido
reportadas en paises desarrollados como Holanda y en los Estados Unidos causando casos

esporadicos o microepidemias (Roberts ¢z al., 1988).
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Los perfiles plasmidicos han sido reconocidos como una herramienta excelente para la
caracterizacion y estudio de la epidemiologia global de N. gomorrhoeae y se ha comprobado en varios
paises del mundo que la distribucién en el tiempo de los mismos, incluso en una misma area
geografica, puede variar considerablemente (Chu ez a/, 1992), lo cual es manifiesto en las cepas que

circulan en nuestro medio.

Estos dos trabajos, el presente y el referido a 1989 (Dillon JR, 1990), denotan un marcado
predominio del plasmidio R de 3,2 MDa entre los aislamientos PPNG (desde 1989 hasta 1998);
posiblemente la mayorfa de nuestras cepas pudieron haber llegado a Cuba desde el continente
Africano, donde cepas PPNG portadoras de esta clase de plasmidios son endémicas; este
planteamiento lo soporta, ademas, la intensa actividad desarrollada por ciudadanos cubanos en

dicha area desde la década de los ochenta.

El total de aislamientos de N. gonorrhoeae con alto nivel de resistencia a tetraciclina (58/63,7%)
fueron portadores del plasmidio de 25,2 MDa (aproximadamente 40,6 kb), el cual posee el
determinante de la resistencia de alto nivel a la tetraciclina 7M. Gascoyne-Binzi et al (1992),
identificaron mediante analisis de restriccion dos patrones de este plasmidio, uno correspondiente
al tipo Americano y otro al tipo Holandés (Dutch). El tipo Americano mostré un patrén idéntico al
de cepas TRNG aisladas en los Estados Unidos, examinadas por Morse e al(1986).
Posteriormente, Xia ef a/.(1995) definieron ambos tipos de determinante 7#)M mediante un ensayo
de RCP, con el que obtuvieron dos productos de amplificaciéon: 700 pb (Holandés) y 1 600 pb
(Americano). Se piensa que el #M tipo Holandés pudo originarse desde un evento de
recombinacion entre el tipo Americano y el plasmidio conjugativo (24,5 MDa) de N. gonorrhoeae

(Gascoyne-Binzi ¢z al., 1993).

En nuestras cepas de estudio predominé el tipo Americano para un 82,7% de los 58 aislamientos
con alto nivel de resistencia a la tetraciclina. En un estudio de 518 cepas TRNG aisladas entre 1988
y 1995 en Inglaterra, el 82% de las cepas que contribuyeron a infecciones gonocdccicas en dicho
pais mostraron el determinante fe-M tipo Americano, sin embargo, mas del 90% y el 36% de las
cepas originales de Africa y el Caribe exhibieron el z+M tipo Americano y Holandés,
respectivamente. El total de las cepas provenientes del Lejano Oriente mostraron el tipo zer-M

Holandés (Turner ez al., 1999). En otro estudio realizado en este mismo pais (Inglaterra 1992-1998),
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todas las cepas TRNG originales de América del Sur portaban el determinante z#M tipo Holandés,

mientras que nuevamente predominé el tipo Americano en las autéctonas.

La distribucién de los aislamientos TRNG es bastante homogénea en el mundo, sin embargo, los
informes analizados anteriormente demuestran que existen diferencias segun el tipo de
determinante 7M. En Cuba predomina el tipo Americano como en América del Norte y algunos
paises de Europa y Africa; sin embargo, en varios pafses de la region Caribefia (como Jamaica) es

mas frecuente el tipo Holandés (Dutch) (Turner ez al,, 1999).

Es muy posible que en Cuba la circulacion de cepas de IN. gonorrhoeae con altos niveles de resistencia

a la penicilina y tetraciclina es actualmente endémica.

Algunos de los elementos que contribuyen al planteamiento de esta hipdtesis han sido manejados

en la discusion de este trabajo y podriamos resumirlos como sigue:

1. El tratamiento antimicrobiano constituye un elemento esencial en la estrategia de control de la
enfermedad gonocdccica.

2. El gonococo ha mostrado una gran capacidad de evolucién y adaptacion en su medio ambiente,
desarrollando con facilidad resistencia a diferentes antimicrobianos a través del intercambio de
material genético con microorganismos de su especie y especies relacionadas dentro o no de su
género.

. ama c a a coccica uba ha ma ' ura

3. El programa de control de la enfermedad gonococcica en Cuba ha mantenido durante tres
décadas a la penicilina y tetraciclina como primera y segunda alternativas de tratamiento de la
gonorrea, sin un monitoreo y vigilancia sistematica de la resistencia a estas drogas. Tal hecho
podria ejercer una presion selectiva y es posible que seleccione y determine la incidencia y
prevalencia de una poblacién microbiana resistente.

4. FEl alto nivel de resistencia a la penicilina y tetraciclina es de origen plasmidico; este tipo de
resistencia se disemina con mayor rapidez que el tipo cromosomal.

5. Los estudios de la susceptibilidad antimicrobiana realizados en nuestro medio, aunque
puntuales y esporadicos, demuestran un incremento progresivo tanto del nimero de cepas

resistentes como de los niveles de CIM a la penicilina y tetraciclina. Sin obviar que el nimero de
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cepas de gonococo tratado en tales publicaciones es reducido y no es representativo del nimero

de infecciones que se notificaron para cada periodo de tiempo estudiado.

V.8. Epidemiologia molecular

Debido a que las cepas PP/TRNG, PPNG y TRNG se han hecho altamente endémicas en muchas
areas geograficas del mundo, hoy es necesario contar con métodos de caracterizacion que permitan
discriminar entre esta clase de poblacién de gonococos, con el fin de esclarecer su comportamiento

epidemiolégico.

Un analisis general de los resultados permite observar, independientemente de las clases de
susceptibilidad definidas, que el auxotipo prototréfico fue el prevalente en ambas clases de
aislamientos: productores y no productores de penicilinasa, siendo mayor en el primero (45 de 51
para el 88,2%) que en el segundo (19 de las 40 para el 47,5%). Estos datos coinciden con los
encontrados por Dillon JR (1990) en 1989, donde el 83,3% de las PPNG mostraron el auxotipo
prototrofico, lo que sugiere una estabilidad del auxotipo que mayormente circula en nuestro pafs

desde ese ano.

Los auxotipos proto y Pro- acontecen para la mayorfa de los aislamientos de IN. gonorrhoeae en todo
el mundo (Knapp ez al, 1978; Plummer e al, 1985). En el presente estudio se reveld que los
auxotipos Proto y Pro- fueron los mas frecuentes para el 70,3 y 15,4% respectivamente. Lind y 7 al.
en Dakar, Senegal, entre 1982-1986 (Lind e¢# al, 1991) reportaron estos mismos auxotipos como

predominantes (proto 53% y Pro- 28%).

La correlacién del auxotipo con las categorias de susceptibilidad definidas en nuestra investigacion
demostrd que el auxotipo prototréfico prevalecio en el 91,1% de las cepas PP/TRNG, en el 66,7%
de las cepas PPNG y en el 55,6% de las cepas No-PP/TRNG (Tabla 10). Se encontrd también que
en el grupo de las cepas productoras de penicilinasa (n=51) existfa una importante relaciéon entre
cepas proto y el plasmidio Africano de 3,2 MDa. (Tabla 10), hecho descrito también por otros

autores (van Klingeren ez al, 1985).

Existen pocas publicaciones acerca de la relacion entre la distribucién de valores de CIM vy
auxotipos de N. gonorrboeae (Steward y Hendry, 1979). En general los aislamientos que requieren

prolina son menos susceptibles a los antimicrobianos que los aislamientos prototréficos (van
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Klingeren ez al., 1985). Tal afirmacion se corresponde con el siguiente hallazgo en nuestras cepas de
estudio: el 100% de las cepas prolina dependientes mostraron susceptibilidad intermedia y/o

resistencia, ya sea a la penicilina o la tetraciclina (datos no mostrados).

En relacién con la distribucion de aislamientos por serogrupos, el haber encontrado un predominio
del serogrupo W1 (63,7%) sobre el serogrupo WII/III 36,3% (Tabla 10) concuerda con un estudio
de 116 aislamientos consecutivos realizado en el Centro de Enfermedades de Transmisién Sexual

en Sevilla, Espafia (Palomares ez al., 1990).

La técnica de auxotipo esta ampliamente difundida por su utilidad en la discriminaciéon de cepas de
N. gonorrhoeae, sin embargo, solamente 4 de los 35 tipos descritos son comunes en el medio
ambiente, y la gran variedad de patrones de susceptibilidad probable para cada auxotipo sugiere la
necesidad de emplear métodos adicionales de caracterizacion (Knapp, 1988). Investigaciones
epidemiolégicas se han desarrollado con la determinacién del serogrupo y serovar cémo unicos
métodos, pero desventajas similares a aquellas descritas para auxotipo se han planteado (Easmon y
Ison, 1987; Knapp, 1988). La combinacién de las clases de auxotipo/serovar, perfil plasmidico y
tipo de determinante 77-M es empleada, hasta ahora, con éxito en los estudios epidemioldgicos de la

infecciéon gonocdccica y resistencia antimicrobiana.

Un propésito interesante en el presente estudio fue conocer la distribucion de las clases de A/S en
las cepas estudiadas, y, por tanto, su nivel de participaciéon en la transmisién de la enfermedad
gonococcica. En las cepas estudiadas se encontraron 21 clases de A/S, mostrando una diversidad
muy inferior a la encontrada en cepas de Holanda para un periodo de tiempo estudiado similar
(1988-1993), donde se hallaron 123 clases de A/S. A pesar de esto fue muy evidente el predominio
y estabilidad de algunas clases de A/S como proto/IB-1 y proto/IB-3 en este ultimo estudio,
mientras que muchas otras clases de A/S fueron encontradas transitoriamente y hubo un influjo
mantenido de nuevas cepas durante tal perfodo (van Duynhoven, 1999). En Inglaterra (1992-1998)
se hallaron como clases de A/S mads prevalentes la Prolina/IA-6 (14.1%) y la prototréfica/IA-6
(11.5%) (Beattie e# al, 1999). De la misma manera, en nuestro trabajo dominaron un limitado

namero de clases de A/S (proto/IA-6; P-/IA-6; proto/IB-1) sobre las 18 encontradas (Tabla 11).

La combinaciéon de auxotipo/serovar y perfil plasmidico han sido utiles en investigaciones

epidemioldgicas: siguiendo el comportamiento de una epidemia, estableciendo la posible relacion
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entre grupos con enfermedades de transmisién sexual (por ejemplo la gonorrea), definiciéon de
fracaso terapéutico y reinfeccién, estableciendo correlaciéon de estos marcadores con
manifestaciones clinicas y determinado patrén de susceptibilidad antimicrobiana, y para conocer la
distribucion de los aislamientos y cambios de sus caracteristicas en areas geograficas y en el tiempo
(van Duynhoven, 1999). Sin embargo, bajo muchas circunstancias puede ser util y necesaria una
discriminacién adicional, ya que clases de A/S pueden incluir mas de un genotipo y ser un pequefio
numero de clases de A/S las que circulan en determinado medio ambiente. La electroforesis en gel

de campo pulsado (PFGE) satisface, con gran expectativa, esta necesidad (Xia ez al.,, 1995).

Se identificaron 17 aislamientos con la misma combinacién de patrones de macrorrestriccion
obtenidos con ambas enzimas (INbel/Spel) (cluster I): 16 cepas exhibieron el fenotipo mayor Iy
una resulto6 ser diferente solo por la ausencia del plasmidio de 3,2 MDa en su perfil plasmidico (2,6-
25,2) (Tabla 10). A pesar de ello decidimos incluitla en dicho cluster. El factor azar y/o condicional
en la adquisicion o pérdida de un elemento genético extracromosomal como el plasmidio de 3,2
MDa no determina en el perfil genémico del microorganismo por lo que no sugiere que la
identidad de patrones de PFGE con el resto de los aislamientos de este cluster pueda deberse a

insuficiente discriminacion de la técnica.

En el fenotipo II, el cual estuvo compuesto por 7 de los 13 aislamientos TRNG, encontramos tres
cepas con la combinacion de patrones PEGE (INJel/Spel) X, 3 con la combinacién X1y 1 con la
XII. Quiza hubiera sido posible encontrar un mayor numero de aislamientos compartiendo alguna
combinacién de patrones y, por tanto, “clusters” mayores dentro de dicho fenotipo, si la muestra de
este estudio hubiera tenido un mayor tamafo y alcance en su representatividad. Las cepas con las

combinaciones de patrones (Nbel/Spel) X y X1 fueron originales de Ciudad de la Habana.

Fueron notables 4 aislamientos con el fenotipo mayor III, pertenecientes al “custer” IV; todos
fueros aislados en la provincia de Santiago de Cuba y compartieron la combinacién de patrones

PFGE (Nbel / Spel) XI11.

Nuestra investigacion hace un esfuerzo por identificar cepas endémicas que pudieran ser
indistinguibles o estar estrechamente relacionadas desde el punto de vista genético, segun los
métodos de tipificacion y subtipificacion empleados, pero que debido a que éstas han sido

colectadas desde areas distantes y aisladas de pacientes temporalmente no asociados, no es posible
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demostrar o afirmar una relacién epidemiolégica directa o indirecta entre ellas.

Habiamos sugerido la hipétesis de que en Cuba el alto nivel de resistencia a la penicilina y la
tetraciclina (PP/TRNG) tenfan un comportamiento endémico e igualmente esperabamos encontrar
que el grupo principal de la transmision de la enfermedad gonocdecica en nuestro medio estuviera
contemplado en gonococos con esta categoria de susceptibilidad antimicrobiana. Los diversos
marcadores epidemioldgicos empleados en este estudio (los mas recomendados en el discurso
contemporaneo de este campo de investigacion) permitieron apoyar estas ideas al identificar que
cepas procedentes de las tres regiones (Occidental, Central y Oriental) del pais y aisladas en los afios
1995, 1996 y 1997 contribuyeron a la incidencia dentro del cluster I (cepas PP/TRNG, con el
petfil plasmidico 2,6-3,2-25,2, con el determinante #e-M, con la clase A/S proto/IA-6 y la
combinacién de patrones de PEFGE Npel /Spel T).

Figura 4. Distribucion de aislamientos Figura 5. Distribucién de aislamientos
PP /TRNG pretenecientes al cluster I PP/TRNG pertenecientes al “cluster”

segun dreas geogrificas. I segtin afios de estudio.

12% 6%
24%, 23%
64%
71%
W Occidental ~ Central M Oriental w1995 1996 m1597

Estudios electroforéticos han revelado que la mayoria de las especies bacterianas tienen una
estructura clonal, implicando tasas bajas de recombinacién entre genes cromosomales en la
naturaleza (O’Rourke y Spratt, 1994). La estructura clonal de la poblaciéon bacteriana esta
caracterizada por la existencia de un fuerte desequilibrio de relaciéon entre alelos, y por el
aislamiento repetido de cepas con un mismo genotipo multilocus o tipo electroforético desde
huéspedes no asociados temporal o geograficamente (Selander y Musser, 1990). Algunos estudios
sugieren que la tasa de recombinacién en poblaciones bacterianas puede ser muy variable,
resultando en estructuras de poblaciéon que van desde clonal hasta no clonal (Istock e# al, 1992;

O’Rourke y Stevens, 1993).

Se ha demostrado que cepas de N. gonorrhoeae naturalmente transformables tienen una estructura de
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poblacién no-clonal, debido a una extensa recombinacion en su medio ambiente (O’Rourke y

Stevens, 1993).

Durante algun tiempo se consideré que el intercambio de material genético por recombinacion
entre poblaciones de microorganismos de estructura clonal era extremadamente raro, y que
mutaciones puntuales constitufan la fuente mayor de variacién genética dentro de genes mas
estables y determinantes en la estructura de poblacion (“house keeping genes”) (Selander y Musser,
1990). En afios recientes este punto de vista ha cambiado y se cree que el desequilibrio de relacion
entre alelos de este tipo de poblaciéon puede estar mas bien determinado por un factor ecologico o
geografico dentro de dicha poblacién o por las caracteristicas del muestreo empleado (Edward ef a/,
2001). Siendo estas consideraciones validas para microorganismos de estructura de poblacién
clonal, se cree también, que la gran capacidad de recombinacion en el gonococo puede dar lugar a
clones debido a la fortuita asociacion de alelos. Asi, clones aparentes en poblaciones de gonococo
pueden existir, lo cual es a primera vista contradictorio. Esto quiere decir que en una poblaciéon no-
clonal, aislamientos con un mismo genotipo no necesariamente tienen un reciente ancestro comun

(O’Rourke y Spratt, 1994).

A los efectos de nuestro analisis, los resultados obtenidos en el presente trabajo son validos para
plantear que aislamientos de gonococos distantes en el tiempo y drea geografica, con un fenotipo y
patron de macrorrestriccion idéntico, no tienen probablemente un origen comun, pero si
constituyen el grupo principal de microorganismos responsables de la transmision de la enfermedad
y qué prototipos pueden ser usados en investigaciones encaminadas a la obtencién de vacunas y/o

estudios de la patogenicidad del gonococo.

Resumiendo, es muy probable que la poblacion de N. gonorrhoeae circulante en Cuba tenga una
estructura basicamente asociada a los fenotipos mayores I, II y III anteriormente mencionados y
que el cluster I constituya el grupo principal de cepas de N. gomorrhoeae responsable de la

transmision de la infeccién gonocdccica en nuestro medio.

La incidencia de cepas de gonococo PP/TRNG podrian seguir un curso ascendente si se mantienen
las estrategias actuales de tratamiento de la enfermedad gonocécica. En muchas areas del mundo
donde se han introducido nuevas drogas en el tratamiento como quinolonas y cefalosporinas, la

vigilancia de la prevalencia de cepas PPNG y TRNG no tiene ya significacion clinica. Sin embargo,
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aun cuando se implementen nuevas y recomendadas alternativas de tratamiento de la gonorrea en
Cuba, cepas identificadas en nuestro estudio con el fenotipo mayor IT (TRNG, A/S Pro-, 2,6-25,2
MDa, f#et-M tipo Dutch) podrian continuar siendo aisladas. En paises como Estados Unidos y
Holanda, a pesar de que la terapia con tetraciclina ha declinado de manera importante en el
tratamiento de la infecciéon gonocdccica, contintan reportindose cepas TRNG a niveles
considerables; esto puede estar relacionado con el uso de la tetraciclina en el manejo de otras I'TS
producidas por otros microorganismos como Chlamydia, y al hecho ya mencionado de la rapida
diseminacién del plasmidio de 25,2 MDa en una amplia gama de bacterias de diversos géneros de la

flora del tracto genitourinario (Ison, 1996; Gascoyne e# al, 1991).

Teniendo en cuenta el comportamiento de los aislamientos de N. gonorrhoeae desde muestras
urogenitales, segun los marcadores epidemiolégicos empleados, convenimos con los siguientes

comentarios.

La supervivencia global y continua de IN. gonorrhoeae es inevitable debido a la aparente falta de
inmunidad y natural y adquirida, el comportamiento social y sexual humano y a la alta frecuencia de
infeccién asintomatica (Cohen y Sparling, 1992). Sin embargo, la forma endémica de la enfermedad
ha sido erradicada en Suecia, y muchos otros paises desarrollados han reportado una dramatica

reduccién en la incidencia (Kihlstrom y Danielsson, 1994).

Ciertamente, innovaciones radicales en el tratamiento no han tenido todo el crédito en estos
sucesos recientes relacionados con el control de la enfermedad gonocécica, pues el empleo de
drogas efectivas ha estado disponible en periodos tanto de incremento como de caida de la
incidencia. Ademds, el tratamiento efectivo constituye un componente clave en el control y ha
requerido cambios mayores con el desarrollo de la resistencia antimicrobiana en los ultimos 40
afios. Asi, su eficacia se ha mantenido pero a un precio no alcanzable por todas las naciones y

constituye solamente un elemento mas en el control de la gonorrea (Tapsall, 2001).

Estos tratamientos corrientemente mencionados y recomendados (Moran y Levine, 1995) son
costosos, sin embargo, el empleo de estas alternativas se impone y debemos encaminarnos a
garantizar el uso adecuado de los antimicrobianos y a continuar con el trabajo de la vigilancia de la
susceptibilidad antimicrobiana con vista a asegurar que los limitados recursos sean usados con la

mayor eficacia y en el mejor contexto posible.
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CAPITULO VI- CONCLUSIONES

1. El total de cepas estudiadas resultaron ser susceptibles a los antimicrobianos que
recomienda actualmente la OMS para el tratamiento de la enfermedad gonocdccica, lo que

constituye una condicién favorable para abordar una nueva politica antimicrobiana.

2. La resistencia de alto nivel y de origen plasmidico a la penicilina y a la tetraciclina fue mas

frecuente que la de tipo cromosomal en las cepas de IN. gonorrboeae estudiadas.

3. El perfil de susceptibilidad a la penicilina y a la tetraciclina, asi como la presencia del
plasmidio de 3,2 MDa y el determinante 7#M Americano en nuestras cepas de estudio
sugieren una posible relaciéon con aislamientos que proceden del continente africano, region
del mundo con los informes mas altos de resistencia plasmidica a la penicilina y la

tetraciclina.

4. El “cluster” I o prototipo, con un alto nivel de resistencia a la penicilina y a la tetraciclina, y
pertenecientes a la clase de A/S prototréfica/IA-6 debe constituir uno de los principales
grupos responsables de la transmisiéon de la enfermedad y diseminacion de la resistencia

antimicrobiana en Cuba.
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CAPITULO VII- RECOMENDACIONES

1.- Revisar el Programa de Control de la gonorrea en Cuba sobre la base de los resultados
obtenidos en nuestro trabajo, con el fin establecer una vigilancia sistematica de la
susceptibilidad gonocéecica antimicrobiana a nivel nacional, mediante el disefio y aplicacion de
métodos apropiados de muestreo que permitan monitorear cambios mayores en las

poblaciones de gonococo.

2.- Continuar con el desarrollo de estudios de epidemiologia molecular que permitan seguir la
evolucion y emergencia de poblaciones de IN. gonorrhoeae resistentes a los antimicrobianos en

uso o recientemente introducidos por el Programa de Control de la gonorrea en Cuba.

3.- Realizar estudios que permitan identificar mutaciones y/o determinantes genéticos responsables
de la emergencia y diseminacién de altos niveles de resistencia antimicrobiana en las cepas de

N. gonorrhoeae que circulan en Cuba.
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CAPITULO X- ANEXO

I — Solucién de aminoacidos:

Agua

Aminoacido Concentracion Cantidad Adicionar y disolver:  Bidestilada

final. (Molar) (gramos) estéril. (mL)
L - citrulina 0.21 1.84 Dos gotas de HCL 10N 50
L — ornitina 0.21 1.77 50
L - prolina 0.80 4.60 50
L-leucina 0.10 0.66
L - metionina 0.10 0.75 50
Mezcla # 1
Cisteina-HCL 75 mM 0.59 2 gotas de HCL 50
L-Cistina 25 mM 0.30 10N
Mezcla # 2
L-isoleusina 25 mM 0.66
L-valina 25 mM 0.59 1-2 gotas de HCL 200
L- treonina 25 mM 0.60 10N
Mezcla # 3
L- serina 0.1 mM 1.06 1 gotas de HCL
L- alanina 0.1 mM 0.90 10N 100
L- histidina 0.1 mM 1.56
Mezcla # 4 2 gotas de HCL
L- lisina-HCL 50 mM 091 10 N o mas, si necesario. 100
L- glutamina 50 mM 0.73
L - triptéfano 10 mM 0.20 2 gotas de HCL 100
L- fenilalanina 50 mM 0.83
L- tirosina 50 mM 091 10 N o mas, si necesario.

II- Soluciodn de sales:
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Reactivo Molaridad g/L
NaCL 1.0M 58.44
K,S04 50.0 mM 8.70

MgCl,.6H,O 20.0 mM 4.07
NH,4Cl 40.0 mM 2.15
EDTA disédico 0.1 mM 0.04

II1- Otras soluciones:

a. Glutatiéon espermina

1.54 g glutation, en forma reducida (0.1M)

1.74 g espermina-tetra HCL (0.1M)

Llevar a 50 mL con agua bidestilada estéril.

b. Uracilo (0.2 M)

1.12 g en 50 mL de NaOH 0.2N

c. Hipoxantina (0.14 M)

0.95 gen 50 mL de NaOH 0.1 N

d. Mezcla de vitamina (llevar hasta 50 ml de agua bidestilada estéril)
0.115 Co-carboxilasa (TPP-HCL) ( 5SmM)

0.102 g Piridoxal HCL (10 mM)

0. 349 Colina- C1 (50mM)

e. Biotina (0.6 mM)

0.075 g en 50 mL de agua bidestilada estéril

f. CaCL,.2H,0 (0.125 M)

0.92 g en 50 mL de agua bidestilada estéril, almacenar a 4°C
g. Citrato de amonio férrico

0.20 g 50 mL de agua bidestilada estéril, almacenar a 4°C

h. Fenilalanina (0.25 mM)

0.42 g, llevar a 25 mL con agua bidestilada estéril. Adicionar gotas de HCL si necesario
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IV- Diluente:

Volumen (mL)

Solucién de sales 30.00
Solucioén glicerol-lactato 1.50
KH,PO4
K,HPO4

Se adiciond agua bidestilada estéril hasta 300 mL
Se ajustdo pH a 6.9 £ 0.1

Finalmente se esteriliz6 por filtracion.

Peso (gramos)

0.42
1.50

Nota: Las soluciones a, b, ¢, d, e, fy g se almacenaban a —20 ° C. El resto de las soluciones incluyendo

sales y diluente se almacenaban a 4 ° C.

V- Preparacion del medio liquido base a doble concentracion:
Volumen (mL)

Solucion de sales 240.0

Agua bidestilada 720.0

KH,PO4 (10 mM)

K;HPO4 (30 mM)

NaHCO; (12 mM)

Acetato de sodio (25 mM)

Glucosa (28 mM)

Mezcla de vitaminas 1.2
Glutation espermina 6.0
Mezcla 2 de aminoacidos 24.0
Mezcla 3 de aminoacidos 6.0
Mezcla 4 de aminoacidos 12.0
CaCl, 1.2
Citrato de amonio férrico 1.2

Volumen (mL)
Vitaminas: biotina 1.2
Albtimina bovina libre de

acidos grasos 1.2

Se ajust6 volumen a 1200 ml y el pH a 7,2 con NaOH 10 N.

Peso (g)

3.5
8.2
2.0
6.8
10.0
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