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BACTERIOLOGIA

Susceptibilidad antimicrobiana y perfil plasmidico
en cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en Cuba
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Resumen

Se estudiaron 37 cepas de Neisseria gonorrhoeae aisladas en
diferentes provincias de Cuba; se analiz6 el perfil plasmidico
en 37 aislamientos y en 34 se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM) frente a diferentes antimicrobianos
(penicilina, tetraciclina, espectinomicina, cefuroxima,
ciprofloxacina, cefotaxima y ceftriaxona). El 65.63% de las
cepas estudiadas resultaron resistentes a la penicilina
(CIM = 2 pg/mL) y el 59.37% a la tetraciclina (CIM=2 pg/mL).
Todas las cepas fueron sensibles a las cefalosporinas,
espectinomicina y la ciprofloxacina. Se encontraron 19 cepas
PPNG (59.37%), 3 TRNG (9.38%) y una mostrd resistencia
cromosomal a la tetraciclina. Se aislaron los plasmidos de 3.2
Mda y 4.4 Mda, en 15y 4 cepas respectivamente. En 3 cepas se
encontrd el plasmido de 25.2 Mda. El plasmido de 24.5 Mda se
asocid significativamente con el plasmido de 3.2 Mda
(p=6.412 x 10 e-3), siendo el perfil plasmidico predominante
el 2.6/3.2/24.5 Mda con 13 cepas. El 16.21 % de las cepas
resulté libre de plasmidos. La determinacion del perfil
plasmidico constituyé una herramienta atil en la caracterizacion
de cepas de Neisseria gonorrhoeae, contribuyendo al
conocimiento de la resistencia antimicrobiana de las cepas
que circulan en Cuba.

Palabras clave: WNeisseria gonorrhoeae, plasmidos y

susceptibilidad antimicrobiana

Introduccion

Neisseria gonorrhoeae ha demostrado una gran adaptacién a la
presion evolutiva impuesta por la farmacoterapia en los Gltimos 50
afios. En 1937 las sulfonamidas, curaban el 95% de los casos, en
pocos afios hubo fallo clinico en el 80% de los pacientes. En 1943,
los aislamientos eran uniformemente sensibles a la penicilina G, ya
a fines de la década del 50 se detecté en Europa un aumento de la
resistencia a este antimicrobiano. Antes de 1955 el 0.6% de las
cepas requerian mas de 0.03 pg/mL de penicilina para inhibir su
crecimiento y en 1969 esta cifra se elevd al 65%. Por lo anteriormente
expuesto se increment6 la dosis terapéutica hasta 4 800 000 U/dia
(dosis actual), ante la cual aparecieron nuevos reportes de fracasos

al tratamiento. De manera similar ya en 1972 el tratamiento de la
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Abstract

Thirty-seven strains of Neisseria gonorrhoeae isolated from
several province of Cuba were studied; the plasmid profile was
analysed in 37 isolates and minimal inhibitory concentration
(MIC) was determined in 34 strains for several antimicrobial
drugs (penicillin, tetracycline, spectinomycin, cefuroxime,
ciprofloxacin, cefotaxime and ceftriaxone). The 65.63% were
resistant to the penicillin (MIC = 2pg/mL) and 59.37% to the
tetracycline (MIC = 2pg/mL). All the strains were sensitive to
cephalosporins studied, spectinomycin and ciprofloxacin. Of
the 32 strains 19 were PPNG (59.37%), 3 TRNG (9.38%) and
only 1 showed chromosomal resistance to tetracycline. The
plasmids of 3.2 Mda and 4.4 Mda were isolated from 15 and 4
strains respectively. In 3 strains was found the 25.2 Mda
plasmid. The 24.5 Mda plasmid was significantly associated
with the 3.2 Mda plasmid (p= 6,412 x 10 e-3), being
predominant the 2.6/3.2/24.5 Mda plasmid profile (13
strains). In six strains (16.21%) was not possible find plasmids.
A high incidence of strains with high level of resistance to
penicillin was demonstrated. The determination of the plasmid
profile constituted an useful tool in the characterization of
strains of Neisseria gonorrhoeae, contributing to knowledge
of the phenomenon of the antimicrobial resistance of strains
circulating in Cuba.

Key words: Neisseria gonorrhoeae, plasmids, antimicrobial
susceptibility.

gonorrea con una monodosis de tetraciclina o sus analogos no era
efectivo. Cepas resistentes a la espectinomicina se han reportado
desde 1973.123

La resistencia genética de Neisseria gonorrhoeae es cromosoémica
o plasmidica. La aparicion de plasmidos que codifican para la
produccion de enzimas (3-lactamasa en Neisseria gonorrhoeae, prevista
en 1975, se reportd simultaneamente en Reino Unido y E.U. en
1976 encontrandose dos plasmidos 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 6 plasmidos
de resistencia para la penicilina: el de 2.9 MDa (variedad Rio), el de
3.05 MDa (variedad Toronto), el de 4.0 MDa (tipo Nimes), el de 6.0

MDa (variedad Nueva Zelandia) y los mas recientemente reportados,
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en 1997, el de 3.9 MDa y el de 2.2 MDa.*>%” En 1982 se identifica
en una cepa de N. gonorrhoeae el plasmido conjugativo de 25.2 MDa
el cual porta el determinante tet-M de alto nivel de resistencia para
la tetraciclina. La resistencia plasmidica esta mundialmente
difundida, alcanzando niveles endémicos en muchas regiones, las
cepas con esta resistencia tienen ademas el peligro de la transmision
horizontal de esta caracteristica bioldgica.>”#*

En Cuba ha habido un incremento del niimero de casos de
gonorrea, desde 130 en 1960 hasta mas de 23200 en 1999.%° En
Cuba rige un Programa de Control y Prevencion de la Enfermedad
Gonococcica por mas de tres décadas, donde se norma como drogas
para el tratamiento de esta infeccion a la penicilina y la tetraciclina.
Ademas, en nuestro pais hay escasos estudios publicados de la
sensibilidad antimicrobiana por el método de concentracion
inhibitoria minima (CIM)'*2 y sélo un estudio anterior de perfil
plasmidico de 6 cepas aisladas en adultos jovenes con
conjuntivitis.?* En este estudio nos propusimos determinar la
susceptibilidad antimicrobiana y perfil plasmidico en cepas de
N. gonorrhoeae con el fin de contribuir al conocimiento de la

resistencia antimicrobiana de este agente en Cuba.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas

Se estudiaron 37 cepas de N. gonorrhoeae aisladas de diferentes
provincias de Cuba (30 pertenecientes al afio 1995 y 7 al afio
1997), las cuales fueron enviadas al Laboratorio de Referencia
Nacional de Neisserias Patdgenas; se recibieron en el medio de
transporte y conservacion de gonococos TCG. Para la identificacion
de las cepas se subcultivaron en el medio de agar chocolate base
GC (BioCen) enriquecido con Isovitalex (Oxoid) al 1% (v/v). Las
placas fueron incubadas entre 18 y 24 horas a 36°C, en atmdsfera de
5% de CO, y posteriormente se realizaron las siguientes pruebas:
coloracion de Gram, prueba de Oxidasa por el método de Kovacs,
prueba de superoxol (catalasa con perdxido de hidrégeno 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)'; se conservaron en caldo Triptona Soya con glicerol al 20 %
a -70°C hasta su procesamiento. Para el estudio de susceptibilidad
antimicrobiana se utilizaron las cepas controles: Neisseria gonorrhoeae
ATCC 49226, WHO III, WHO V y WHO VIIL. Para el analisis del perfil
plasmidico se emplearon las cepas controles C3- Neisseria gonorrhoeae
(Libre de plasmidos, utilizada también como control negativo en la
pruebe de B-lactamasa), GC-182 - Neisseria gonorrhoeae (plasmidos
2.6, 4.5, 24.5 Mda) y GC-3976- Neisseria gonorrhoeae (2.6, 3.2, 25.2
Mda), la cual se utilizé6 también como control positivo para la prueba

produccion de B-lactamasa.

Susceptibilidad antimicrobiana
La técnica de CIM en dilucion en agar se realiz segin lo recomendado

por el Comité Nacional de Normas para el Laboratorio Clinico

(NCCLS), M100S9.*> Se emplearon los antimicrobianos penicilina
(Wyeth-Ayer St Canada Inc., St-Laurent, QC), tetraciclina (tetraciclina
(Pfizer Canada Inc., Pte Claire, QC), espectinomicina (Upjohn Co. of
Canada, Don Mills, ON), ciprofloxacina (Bayer Inc., Etobicoke, ON),
cefuroxima (Hoffman-LaRoche, Mississauga, ON), cefotaxima
(Hoffman-LaRoche, Mississauga, ON), y ceftriaxona (Hoffman-

LaRoche, Mississauga, ON).

Produccion de B-lactamasa
Se utilizd el método de la Cefalosporina cromégena (Cefinase, BBL,

England), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Extraccion del ADN plasmidico

Para la extraccion del ADN plasmidico se usé el método descrito en
Protoccols and Aplication Guide (Promega).!® La electroforesis se
realizd en una cdmara submarina (HOEFER Scientific Instruments)
usando un portagel de 20 por 25cm. Como fuente de voltaje se
usé un equipo BioRad modelo 200/2.0. La agarosa (ADN/ARN, LKB
2206-105) se prepar6 al 0.8% en tampdn Tris-acetato pH 8.0 (con
bromuro de etidio al 5%), el cual se usé también como solucion de
corrida para la Electroforesis. De cada muestra se aplicaron 20 plL
por pocillo y la corrida se efectué a 50 voltios durante 3 horas. Se
utilizd el marcador de corrida fago Lambda digerido con las enzimas
EcoRI y HindIII (Promega), del cual se aplico 1pL en tres pL de

volumen total.

Andlisis estadistico
Se aplico la prueba z para la comparacion de proporciones, en el
analisis de la diferencia de frecuencias de asociacion del plasmido

conjugativo de 24.5 MDa, con los de resistencia a la penicilina.

Resultados

Susceptibilidad frente a los antimicrobianos

Se determind la CIM en 34 cepas, 28 correspondientes al afio 1995
y el resto a 1997. Dos aislamientos del afio 1995 no fueron
estudiados para los farmacos penicilina, tetraciclina y cefuroxima
al aparecer como contaminadas en el ensayo para dichos
antimicrobianos. Los resultados por criterios de susceptibilidad

frente a cada antimicrobiano se exponen en la Cuadro 1.

La penicilina y la tetraciclina fueron los antimicrobianos frente
a los cuales la sensibilidad de las cepas fue menor. En el caso de la
penicilina el 65.63% de las cepas fueron resistentes, el 28.13%
mostr6é sensibilidad intermedia, siendo completamente sensibles
s6lo el 6.25% de las mismas. Frente a la tetraciclina el 59.37% de
las cepas fueron resistentes, el 21.87% tuvo sensibilidad intermedia
y las sensibles abarcaron solamente el 18.76% del total. El 64.7 %

del total de cepas estudiadas mostraron ser sensibles a
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Cuadro 1. Distribucién de cepas de Neisseria gonorrhoeae segin

criterios de susceptibilidad antimicrobiana.

Criterios

Antimicrobianos Resistente Intermedia  Sensible
Penicilina 21 9 2
n=32

Tetraciclina 19 7 6
n=32

Espectinomicina 0 12 22
n=34

Cefuroxima 0 0 32
n=32

Ciprofloxacina 0 0 34
n=34

Cefotaxima 0 0 34
n=34

Ceftriaxona 0 0 34
n=34

Cuadro 3. Distribucién y frecuencia relativas de plasmidos en

cepas de Neisseria gonorrhoeae.

Plasmido (MDa) No. cepas %

2.6 29 40.85
24.5 18 25.35
3.2 15 21.13
25.2 3 7.04
4.4 4 5.63

espectinomicina, no se detectaron cepas resistentes a este farmaco,

ni a la ciprofloxacina, ni las cefalosporinas estudiadas.

Multirresistencia: Las 19 cepas con resistencia a mas de un
antimicrobiano solamente involucraron a la penicilina y la
tetraciclina para un 59.37%.

Los valores de CIM para la penicilina y la tetraciclina de
32 cepas y la produccion de B-lactamasa permitié clasificarlas
como se describe en la Cuadro 2.

Se observo un predominio de las cepas PPNG que representaron
mas de la mitad del universo de las cepas estudiadas. Mientras que

la incidencia de cepas CMRNGt fue muy baja.

Perfil plasmidico: Se le realizd extraccion y analisis del ADN
plasmidico a las 37 cepas de estudio. En 31 cepas fue posible

detectar alguna clase de plasmido, lo que represent6 el 83.78% del
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Cuadro 2. Clasificacién de cepas de Neisseria gonorrhoeae por grupos.

GRUPO No. de cepas %
PPNG 19 59.37
TRNG 3 9.38
CMRNGt 1 3.12
Susceptibles 9 28.13
TOTAL 32 100.00

PPNG: Neisseria gonorrhoeae productora de penicilinasa. TRNG:
Neisseria gonorrhoeae con alto nivel de resistencia a la tetraciclina
(CIM=16 mg/L). CMRNGt : Neisseria gonorrhoeae con resistencia

cromosémica a la tetraciclina. ¢

Cuadro 4. Distribucién de cepas de Neisseria gonorrhoeae segtin

perfil plasmidico.

Perfil plasmidico (MDa) No. cepas %
2.6/3.2/24.5 13 35.13
2.6 5 13.51
2.6/25.2 3 8.11
2.6/4.4/24.5 3 8.11
2.6/24.5 2 5.41
2.6/3.2 2 5.41
24.5 2 5.41
2.6/4.4 1 2.7
Libre de plasmidos 6 16.21
TOTAL 37 100.00

total de las mismas. En la Cuadro 3 se muestra la distribucion y

frecuencia relativas de los plasmidos encontrados.

Tres tipos de plasmidos fueron hallados, el criptico (2.6 MDa),
conjugativo (24.5 MDa) y de resistencia, dos variantes para la
penicilina, el Africano (3.2-3.4 MDa) y el Asiatico (4.4 MDa). En
tres cepas se encontrdé una banda por encima del ADN cromosomal
y los valores de CIM obtenidos en estas cepas para la tetraciclina
fueron todos superiores a 16ug/mL; pudiéndose plantear
presuntivamente que dicha banda corresponde al plasmido
conjugativo de 25.2 MDa, portador del determinante tet-M que
confiere un alto nivel de resistencia frente a este antimicrobiano.
Los resultados de la distribucion de las cepas, segln los perfiles
plasmidicos encontrados se muestran en la Cuadro 4.

La combinacion de plasmidos mas frecuente fue la del plasmido
criptico (2.6 MDa), el plasmido Africano (3.2 MDa) y el conjugativo
de 24.5 MDa; este perfil representd el 59.09% de las cepas con
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resistencia mediada por plasmidos. La asociacion del plasmido de
24.5 MDa con el plasmido de 3.2 MDa fue significativamente mayor
que con el de 4.4 MDa (p=6.412 x 107).

Los perfiles plasmidicos hallados en nuestro estudio se muestran

en la siguiente figura:

24.5-252MDa

ADN

Cromosomal
4.5 MDa
3.2 MDa

2.6 MDa

Figura 1. Algunos de los perfiles plamidicos encontrados. Pocillo 1:
cepa control libre de plasmidos C3. Pocillo 2: cepa control 182.

Pocillos 3-10: cepas silvestres. Pocillo 11: cepa control 3976.

Discusion

El Laboratorio Nacional de Referencia de Neisserias Patégenas

7

(Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”) recibe un volumen
reducido de cepas en comparacion con el ndmero de casos
notificados de la enfermedad a las autoridades de salud, lo cual
impide obtener resultados representativos de la circulacion del
microorganismo y susceptibilidad antimicrobiana en el pais. Este
trabajo aporta informacién sobre el comportamiento de la
susceptibilidad antimicrobiana por el método de dilucion en agar
y a su vez sobre el contenido plasmidico en aislamientos de
gonococos desde diferentes provincias del pais, permitiendo de
esta forma conocer elementos genéticos responsables de la resistencia

a la penicilina.

La resistencia a la penicilina fue tan alta como el 65.63% de las
cepas estudiadas, siendo entre éstas el mecanismo plasmidico el
predominante. EL porcentaje de cepas PPNG (59.37) encontrado
en nuestras cepas de estudio se asemeja a los reportados en
Singapur’, donde esta clase de aislamiento ocupé el 35%, en
Filipinas'® 30-70%, Rwanda'® 70.5% y Malawi?® 36%, quedando por
encima de lo encontrado en paises de Europa?' y América Latina?? y
por debajo de otros estudios realizados en Africa®. Respecto a la
evolucion de esta resistencia en nuestro medio, en 1986 se detecta
en Cuba la primera cepa productora de P-lactamasa (C Almanza,
1986, comunicacién personal) y en 1989 24 cepas cubanas fueron
estudiadas por Dillon (1990, Comunicacién personal, Laboratorio

de Enfermedades de Transmision Sexual, Ottawa) encontrandose

que la cifra de cepas PPNG ocupé el 37.5%; nuestros resultados
(59.37%) reflejan un incremento del 21.88%. En Taiwan hubo un
dramatico incremento de aislamientos PPNG a partir de 1976
(alrededor del 5%) hasta 1985 (50%), observandose una estabilidad
en valores de 52-62% durante 1985 hasta 1990, aidn después de
haber puesto fin a la penicilina como droga de leccion en la profilaxis
y tratamiento de la gonorrea.? En otros paises, como Estados Unidos,
aunque la proporcién de cepas con altos niveles de resistencia a la
penicilina no es tan elevada, sin embargo se han reportado epidemias
locales por este tipo de cepas.? Llama la atencion la no deteccion
en nuestro trabajo de cepas con resistencia a la penicilina de tipo
cromosdmico, este hecho ha sido reportado también por otros
autores® y pudiera estar en relacion con que en nuestro estudio no
estan representadas todas las posibles variantes de las cepas
circulantes. La deteccion de los niveles de resistencia cromosoémica
frente a la penicilina es un elemento que tiene gran importancia en
el conocimiento y control de la enfermedad gonocéccica, hay
autores que han planteado que existe un alto grado de correlacion
entre estos niveles y el aumento de los valores de CIM frente a la
ceftriaxona, por lo que el comportamiento ascendente de los niveles
de resistencia frente a la penicilina, pudieran alertar sobre la
aparicion de cepas menos sensibles frente a esta cefalosporina, que
en estos momentos muestra gran efectividad terapedtica.?’” Esta
descrita una asociacion entre las CIM de cepas resistencia
cromosomal a la penicilina y la tetraciclina y cepas exhibiendo una

susceptibilidad disminuida a la ceftriaxona.?®

No sélo se ha incrementado la proporcion de cepas resistentes
a la tetraciclina, sino también los valores de CIMs. En 1989, el
29.17% de las cepas estudiadas fueron resistentes a la tetraciclina,
pero ninguna cepa presenté una CIM mayor de 4 pg/mL, (Dillon,
1990, comunicacion personal, Laboratorio de Enfermedades de
Transmision Sexual, Ottawa) mientras que en estudios posteriores,?*?
ya se encuentran cepas con CIM > 16 pg/mL. En el presente trabajo
ya aparecen cepas con CIM = 32 pg/mL para este antimicrobiano.
Este fendmeno de resistencia a la tetraciclina es también frecuente

y ha sido previamente reportado.®

El hecho de que mas del 60% de las cepas del presente estudio
hayan sido resistentes a la penicilina y la tetraciclina
respectivamente y que mas del 50% lo fueran a los dos antibiéticos,
apoya y demuestra la causa de los fracasos terapéuticos frecuentes
en nuestro medio, segin observacion personal, frente a la aplicacion

de esquemas de tratamiento basados en estos farmacos.

Coincidimos con otros autores nacionales, que han planteado
la hipotesis de que en nuestro pais la circulacion de cepas con
altos niveles de resistencia a la penicilina y a la tetraciclina es
endémica, hecho también encontrado en estudios regionales, como

en Jamaica.?

BIOQUIMIA VOL. 27 No. 3, 69-74, 2002
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EL perfil plasmidico que predomind en el estudio fue 2.6/3.2/24.5.
Es interesante tan alta prevalencia de este perfil plasmidico, el cual
desde su primer reporte hecho por Dillon en 19813° se ha aislado
de manera creciente en Europa.?! En un estudio previo realizado en
nuestro laboratorio, se detect6 esta asociacion de plasmidos en 6

cepas aisladas de la conjuntiva de adultos jovenes.'®

Los dos plasmidos de resistencia a la penicilina encontrados
(3.2 y 4.4 MDa), son los plasmidos mas difundidos de manera
general en el mundo,? coexistiendo y siendo la causa de altos
niveles de resistencia para ese antimicrobiano en muchos paises.?
Comparando los plasmidos encontrados en el presente trabajo
con los del estudio de las cepas cubanas en 1989, (Dillon, 1990,
comunicaciéon personal, Laboratorio de Enfermedades de
Transmision Sexual, Ottawa) vemos que fueron los mismos tipos
encontrados y en proporcion semejante. En la presente
investigacion el plasmido de 3.2 aportd el 78.95% del alto nivel
de resistencia (entre las cepas PPNG); en el estudio realizado por
Dillon en aquel momento (1989), el plasmido Asiatico ocupd el
77.7% entre las cepas PPNG. Sin embargo, con la resistencia
plasmidica a la tetraciclina resultd ser muy diferente, el plasmido
de 25.2 MDa se detect6é en 3 aislamientos del presente estudio
mientras que en el de 1989 las CIMs para este antibidtico no
superaron el valor de 4 pL/mL. Este hallazgo sugiere la necesidad
de confirmaciéon por métodos moleculares de la clase de
determinante tet-M en nuestras cepas con alto nivel de resistencia

a la tetraciclina para posteriores estudios.

La resistencia del gonococo a la espectinomicina se ha
reportado en varios paises, esta se ha visto asociada o no a la
resistencia frente a otros antibioticos, incluso en algunos lugares
estas cepas han sido la causa de brotes de infeccién gonocéccica;*
la resistencia a esta droga tampoco ha sido reportada

anteriormente en nuestro medio.

Aunque todas las cepas analizadas fueron sensibles a la
ciprofloxacina, la susceptibilidad a esta droga debe mantenerse
bajo estricta vigilancia, teniendo en cuenta que ya existen regiones
en Cuba en las que se ensayan estudios de eficacia de ciprofloxacina
de fabricacién nacional en el tratamiento de la gonorrea y que
existe el primer reporte de la primera cepa resistente a esta droga en
nuestro medio;** se ha reportado por numerosos autores niveles
importantes de resistencia del gonococo a las fluoroquinolonas,
por ejemplo en Hawai se ha observado un incremento considerable
de cepas de gonococo con significativa resistencia a la ciprofloxacina
(CipR; CIMs > or = 1 pu/mL) desde el afio 1998. * Cuando examinamos
la historia de la adaptacion al medio de esta bacteria, es llamativo
que la velocidad de la apariciéon de resistencia frente a este
antimicrobiano, ha sido mucho mayor que la que ha desarrollado
frente a otros antibidticos como la penicilina y la tetraciclina.?

La sensibilidad general de nuestras cepas a las cefalosporinas,
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coincide con otros reportes.*® Se demuestra la presencia y se
caracterizan elementos genéticos causantes de este problema en
las cepas estudiadas, y se incorpora una herramienta mas en la
caracterizacion de la Neisseria gonorrhoeae que circulan en nuestro
medio y apoya la idea de una urgente intervencién en la politica

de tratamiento de la enfermedad gonocéccica en Cuba.
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