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RESUMEN: Neisseria gonorrhoeae agente etiologica de la gonorrea, ha sido dificil de controlar. En 1943 la penicilina fue un trata-
miento eficaz, hasta que en los afios '70 aparecieron cepas resistentes, Posteriormente a la introduccidn de las tetraciclinas y las
fluorquinolonas surgen cepas con sensibilidad disminuida a ellas. Dadalaimportancia de Neisseria gonorrhioeae en nuestro medio,
se decidio la incorporacién de nuestro laboratorio a la Red Nacional de Vigilancia de Sensibilidad de Neisseria gonorrhoeae. Se
estudiaron 122 cepas durante el periodo 7/97 a 12/98. Se realizaron pruebas de identificacion presuntiva y confirmatoria, sensibi-
lidad por difusion y dilucian segan el National Gormittee for Glinical Laboratory Standards (NCCLS) y perfil plasmidico, Se observ
una llamativa incidencia de cepas de NG con resistencia plasmidica a tetraciclina (TRNG) (40,8%) respecto a estadisticas naciona-
les (18,7%). Paralelamente a la disminucién de TRNG en el segundo semestre de 1998, se notd un aumento de cepas productoras
de penicilasa (PPNG) de 9,5% (1997) a 36,6% (1998). De lo expuesto se desprende la importancia de la vigilancia epidemioldgica
local y nacional.

SUMMARY: RESISTANCE PHENOTYPES OF NEISSERIA GONORRHOEAE IN SANTA FE HOSPITAL SANTA FE. Méndez, Emilce*;
Morano,Susana*; Mendosa,Alejandra*; Copes,Ana*; Mollerach, Analia*; Galarza, Patricia**; Pagano, Irene**; Oviedo, Claudia*;
Fiorito, Susana**. Neisseria gonorrhoeae, gonorrhea ethiologic agent, has been difficult to erradicate. It was sensible to penicillin
up to '70 years when first resistant strain emerged. After introduction of tetracycline and fluorquinolones decreased suscetible
isolates appeared,

Owing the importance of Neisseria gonorfioeae in our hospital it was decided the incorporation to Gonococeal Antimicrobial Surveillance
National Network.

122 strains were studied from July '97 to December '98. Confirmatory and presumptive test, diffusion and dilution assays following
the guidelines of the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) and plasmid profile were made.

It was observed a high incidence of tetracycline plasmidic resistance (TRNG) (40,6%) in relation with national values (18,7%).
During 1998 second period a significant decreasement was observated and, at the same time a notable increasement of penicillin
plasmidic resistence strains that producing b-lactamase (PPNG) was detected changing from 9,5% (1997) to 36,6% (1998). This
work shows the importance of national and local epidemiologic surveillance

Introduccion

Neisseria gonorrhoeae (NG) es el agente
etiologico de la gonorrea la cual es una enferme-
dad milenaria existiendo referencias en la literatura
china, el antiguo testamento y ofras fuentes de la
antigliedad. En el siglo Il DC, Galeno introdujo el
nombre de gonorrea del griego gonor (“semilla”) y
rhoia (“flujo”) por su relacién con el flujo de semen,
La gonorrea fue reconocida como una enfermedad
de transmision sexual en el siglo XIll, pero no fue
distinguida de la sffilis hasta 1879 en que Neisser
describe por primera vez el gonocaco en exudados
purulentos uretrales y conjuntivales, no siendo
cultivado hasta el afio 1882 por Leistikow y Loeffler.

Con el advenimiento de la penicilina (P) en
1943 se logré un tratamiento eficaz para esta en-

fermedad ya que todas las NG eran sensibles. En
los afios '70 aparecieron las primeras cepas resis-
tentes en USA, importadas de Asia, Africa y Filipi-
nas. Se denominaron NG productoras de penicilasa
(PPNG) porque contenian un plasmido codificador
de dichaenzima (1,2). Durante el periodo 1979-1982
se produjeron grandes brotes en New York, Los
Angeles y Miami, siendo actualmente endémica en
varias areas mefropolitanas de Estados Unidos. La
espectinomicina fue la droga de eleccion para el
tratamiento de estas infeccicnes, sin embargo en
1981 se reportaron cepas PPNG resistentes a este
farmaco, debido a una mutacién ribosomal que pro-
ducia una resistencia de alto nivel con una concen-
tracién inhibitoria minima (CIM) mayora 256 mg/L.

Debido a la introduccién de la tetraciclina (T)
en 1984 Cannon y Sparling describieron algunas
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cepas de NG con bajo nivel de resistencia a ella
(CIM 2 a 4 mg/L) como resultado de la acumula-
cion de mutaciones cromosoémicas en determina-
dos locus. Estas cepas se denominaron NG con
resistencia cromosomica a tetraciclina (CMTR) (3).

En 1985 se notificaron en Georgia, Pensylvania
y New Hampshire NG con alto nivel de resistencia a
T (CIM = 16 mg/L), denominadas NG con resisten-
cia plasmidica a tetraciclina (TRNG). Poseian un
plasmido de 25,2 MDa, como resultado de la inser-
cion de un determinante de resistenciaa T (tet M)
en el plasmido conjugativo de 24,5 MDa. (4-6).

Las primeras TRNG fueron en su mayoria sen-
sibles a P, posteriormente se caracterizaron NG con
resistencia plasmidica a P y T en Holanda, Canada
y Tanzania que poseian un plasmido codificador de
b-lactamasa: 4.4 MDa (Asia) 6 3.2 MDa (Africa) 6
3.05 MDa (Toronto) y el de T de 25.2 MDa.

Con posterioridad a la recomendacion de las
fluorquinolonas como tratamiento para gonorrea, se
aislaron cepas con sensibilidad disminuida (CIM >
0.06 mg/L) en Ohio y Hawai, y otras con CIM > 1
mg/L en Inglaterra. El rapido surgimiento de resis-
tencia a las fluorguinolonas, sugiere que la utilidad
de estas drogas debera ser reevaluado en un futuro
cercano (7,8).

En nuestro pais, la evolucion de la resistencia
de NG en el periodo 1980-1997, segun el informe
del Centro Nacional de Referencia (CNR) en Enfer-
medades de Transmision Sexual (ETS) sobre 835
cepas estudiadas fue la siguiente: las cepas PPNG
tuvieron un pico maximo de 28,4% entre los anos
1992-1994; las TRNG llegaron a 13,9% en 1995y
las CMTR alcanzaron 38,2% en 1997 (9,10). No se
observé resistencia a espectinomicina, ceftriaxona,
ciprofloxacina ni a cefuroxima en ninguno de los
aislamientos de NG estudiados durante ese perio-
do.

La gonorrea ha sido una infeccion de dificil
control en la mayoria de los paises, siendo un ejem-
plo de la importante influencia que determinados
factores ejercen sobre la epidemiologia de una en-
fermedad tales como socioeconémicos, demogra-
ficos y cambios en la conducta sexual,

La terapéutica basada en el uso de Py T ha
sido reemplazada por nuevas drogas a causa de la
emergencia de cepas resistentes. Estas drogas a
Su vez necesitan una constante vigilancia para de-
tectar precozmente fallas de tratamiento por la apa-
ricion de nuevas resistencias (11).
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Se decidio la incorporacion del Laboratorio
Central del Hospital Dr. J. M. Cullen de Santa Fe a la
Red Nacional de Vigilancia de Sensibilidad de NG,
debido a que la resistencia de este germen cobraba
dia a dia mas importancia en nuestro medio (12).

El objetivo del presente trabajo fue analizar la
evolucion de la sensibilidad antimicrobiana y los
cambios temporales del perfil plasmidico y el
auxoserotipo en las cepas de NG aisladas en nues-
tro laboratorio, a los fines de evaluar sus posibles
implicancias terapéuticas.

Materiales y Métodos

En el periodo julio/97 a diciembre/98, se estu-
diaron 122 cepas de NG provenientes de pacientes
que concurrieron al Servicio de ETS en forma es-
pontanea.

Las muestras uretrales y endocervicales se
sembraron en medio selectivo Thayer Martin y en
agar chocolate (13-15). El diagndstico presuntivo
de NG se determinG por coloracion de Gramy prue-
bas de superoxol y oxidasa. La confirmacion se rea-
lizd por utilizacién de hidratos de carbono en medio
CTA y coaglutinacion (16-19).

Prueba de Sensibilidad: Se determiné la pre-
sencia de b-lactamasa por cefalosporina
cromogeénica (nitrocefin). Método de difusién por
discos: P, T, ciprofloxacina y ceftriaxona, de acuer-
do con las recomendaciones del NCCLS/95 (20).

Las cepas se conservaron en hisopo trata-
do con buffer Sorensen pH 7,2 y carbon activado,
a —20°C hasta su envio al CNR (21).

Los datos precedentes se confirmaron en el
CNR, donde se completd el estudio de las cepas
con las siguientes determinaciones:

CIM mediante el método de dilucion en
medio sdlido (NCCLS/95), cepas contral: WHO III,
V, VIl y ATCC 49226 (Dillon) (22).
= Auxotipificacién segun Henry modificado
por Dillon: se estudiaron los requerimientos
nutricionales de ornitina: (0-), prolina (P-),
metionina, hipoxantina, uracilo. Las cepas
prototréficas o no requirentes se clasificaron como
NR. Cepas control: C1-C6 (Dillon).
» Serotipificaciéon: se realizé por
coaglutinacion con anticuerpos monoclonales con-
tra la proteina | de membrana externa, identifican-
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dose los serogrupos WI ¢ WIVIIl (23-25).
Extraccion del DNA plasmidico: se efec-
tué por el método de "boiling” y se determing el
perfil plasmidico por electroforesis en gel de agarosa
al 1%, solamente a las cepas productoras de b-
lactamasa y aquellas con CIMa T = 16 mg/L. Ce-
pas patrones: TRNG 85000-917 (Knapp), PPNG
S$S1-PI (Lind), PPNG 1-1930 (Dillon) (26-29).

Resultados

Los resultados obtenidos se detallan en la Ta-
bla1.

Cepas TRNG: el halo de inhibicion por el mé-
todo de difusion por disco de T fue <19mm y el
rango de CIM oscild entre 16-32 mg/L, indicando
su afto nivel de resistencia segun normas de NCCLS.
El perfil plasmidico fue 2,6 MDa (plasmido criptico)
y 25,2 MDa. (Figura 1).

Se observaron dos auxoserogrupos
prevalentes NR/WII-Ill (3 cepasen 1997 v 9 en
1998) y 0-/WI (4 cepas en 1997 y 6 en 1998).
(Tabla 2).

Cepas PPNG: el halo de inhibicion con discos
de P fue < 19 mm y la CIM resulté > 2 mg/L. La
gran mayoria pertenecio al auxoserogrupo NR/WII-
lll. Se observaron 2 plasmidos de resistencia, el
Plasmido Toronto de 3.05 MDa, 2 cepas en 1997 y
9en 1998, y 25 cepas en 1998 presentaron el
plasmido Africano de 3,2 MDA. Todas las PPNG
exhibieron el plasmido criptico. (Figura 2). Sélo 3
cepas pertenecieron al auxoserogrupo NR/WI. (Ta-
bla 2).

Cepas PP-TRNG: se observaron dos cepas
con estas caracteristicas, una con fenotipo 2.6, 3.05,
25.2 MDa NR/Wl en 1997 y la otra en 1998 con
fenotipo 2.6, 3.2, 25.2 MDa NR/WI.

En la tabla 3 se abserva que el total de cepas
estudiadas fueron 122 (21 del afio 1997 y 101 de
1998). De las cuales 43 (35,2%) resultaron fenotipo
sensible, 39 (32,2 %) fueron PPNG, 22 (18 %)
TRNG, solo 2 (1,6 %) PP-TRNG y 29 (23,8 %) CMTR.

La categoria CMTR incluye las PPNG-CMTR y
las CMTR. En el afio 1997, 2 fueron PPNG-CMTR y
4 s6lo CMTR. En elaro 1998 de las 23 CMTR, 11
resultaron PPNG-CMTR y sélo 12 CMTR, por lo tanto
las PPNG-CMTR estan incluidas también en la ca-
tegoria PPNG.

33

Conclusiones

Desde Ia incorporacion a 1a Red en julio de
1997 hasta junio de 1998 se detecté una notable
incidencia de TRNG en este Hospital (40,8%) com-
parada con las estadisticas nacionales para el mis-
mo periodo (18,7%) (12).

No obstante estos valores son bajos respecto
a los publicados por el Programa de Vigilancia de
Sensibilidad de Gonococo (OMS/OPS) en el Pacifi-
co Oeste, donde se inform6 un 74-76% de TRNG
en Singapur, Malasia y Camboia (30).

Se observd un porcentaje total de cepas re-
sistentes a T (TRNG + PP-TRNG + CMTR) de
66,7%y 38,6% paralos afios 1997 y 1998, respec-
tivamente (Tabla 3). Dichos porcentajes son algo
menores a los publicados por Wongba y Knapp,
quienes informaron el 71% de resistenciatotala T
en Bangkok (31).

En el Servicio de ETS de nuestro hospital se
detect6 un uso indiscriminado de T, causa del exa-
gerado aumento de resistencia cromosomica a este
antibidtico, pudiendo ademas generar una pre-
sion selectiva que favoreceria el incremento de
las cepas portadoras del tet-M.

Nuestras cepas mostraron una evidente varia-
cion en sus patrones de resistencia

Durante el sequndo semestre de 1998 parale-
lamente a la disminucion de las cepas TRNG se notd
un aumento de las cepas PPNG. El porcentaje de
PPNG fue de 9,5% para 1997, elevandose a 36,6%
para 1998 (Tabla 3) , resultando este Gltimo mayor
que el porcentaje total del pais para ese afo (28,8%)
(32).

El presente trabajo demuestra la variabilidad
de los patrones de sensibilidad de las cepas aisla-
das en nuestro medio. De ello se desprende la im-
portancia de la vigilancia epidemioldgica no sélo a
nivel local sino también a nivel nacional (33).
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Tabla 1: Caracteristicas fenotipicas de 122 NG estudiadas, periodo 7/97 — 12/98
Afio :;pi: la c?:; s P T Auxogr Serogr Plas.Res. Fenotipo
4 | R 0- Wi 252 TRNG
3 | R NR Wil 25.2 TRNG
2 + R R NR wil-ll 3.06 PPNG-CMTR
1 + R R NR Wi 3.05, 25.2 PP-TRNG
;19'271 3 . I R NR wil-iil - CMTR
1 . I R P- Wil - CMTR
1 5 I I 0- Wi . SENS
2 . [ | 0- Wil . SENS
4 . [ [ NR WIL-IIt . SENS
8 I R 0- Wi 25.2 TRNG
9 I R NR Wil 252 TRNG
1 + R I NR Wi 3.05 PPNG
3 + R I NR Wil 3.05 PPNG
20 + R | NR wil-ll 32 PPNG
2 + R | NR Wi 32 PPNG
6 + R R NR W1l 3.05 PPNG-CMTR
5 + R R NR Wil 3.2 PPNG-CMTR
i + R R NR w | 32252 PPTRNG
3 - I R PO- Wil . CMTR
3 . I R P- wil-il - CMTR
6 5 I R NR Wil . CMTR
1 . [ I NR wi - SENS
2 . [ [ p- wi . SENS
27 . [ [ NR WIl-li1 . SENS
5 . | [ P- Wil SENS
1 I I 0- Wi SENS
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Tabla 2: Relacion plasmido de resistencia y A/S por afo.
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Fenolipo Plasm. Res. NS 1997 1998
TRNG 252 NR/WII-HII 3 9
TRNG 252 -l 4 6
PPNG 3.05 NRAII-IE 2 9
PPNG 3.05 NR/MWI 0 1
PPNG 3.2 NR/WII-III 0 25
PPNG 3.2 NRMWI 0 2

PP-TRNG 3.05.25.2 NR/MWI 1 0

PP-TRNG 3.2,252 NR/WI 0 1

A/S - auxotipo/serogrupo

Tabla 3: Andlisis del total de cepas estudiadas segun el fenotipo de resistencia.

ANO CEPASn | PPNGn (%) | TRNGn (%) | PP-TRNGn (%) | CMTR*n (%) | Sensiblesn (%)
1997 21 2 (9,5) 7(333) 1(4.8) 6 (28,6) 7(33.3)
1998 101 37(366) | 15(14,9) 1(1.0) 23(22,8) 36(35,6)
TOTAL 122 39@22) | 22180 2(1,6) 29(23,8) 43(35.2)

*CMTR: incluye 2 PPNG-CMTR (1997) y 11 PPNG-CMTR (1998).
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Figura 1: Perfil plasmidico de NG resistente a T
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Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los plasmidos criptico (2.6 MDa) y pldsmido de resistencia a T (25.2 MDa}. AyB.
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Figura 2: Perfil plasmidico de NG resistente a P

---» 245 mpa
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A B C

Ay B:PPNG (2.6.3.2.24.5ua )
C : PPNG (2.6,3.05.24.5 w2 )

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plasmidos criptico, conjugativo y productares de b-lactamasa del tipo Africano {3,2 MDa), Ay
B; y Toronto (3.05 MDa), C.
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