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Caracterizacion de cepas de Neisseria
gonorrhoeae con alta resistencia
a fluoroquinolonas aisladas en Vizcaya

Sr. Editor: En la actualidad, la alta
prevalencia de cepas de Neisseria go-
norrhoeae resistentes a fluoroquinolo-
nas (NGRQ) constituye un problema
en muchos paises, con gran repercu-
sién en el tratamiento de eleccion de
la gonorreal. En nuestro hospital, des-
de su aparicién en 2004, todas las
NGRQ aisladas han presentado resis-
tencia de alto nivel (concentracién in-
hibitoria minima [CIM] = 4 pg/ml). E1
objetivo del presente estudio fue de-
terminar los mecanismos moleculares
presentes en estas cepas, y establecer
la relacién genética entre ellas me-
diante electroforesis en gel de campos
pulsantes (PFGE).

Se analizaron 24 cepas de N. go-
norrhoeae aisladas consecutivamente
en el periodo 2004-2005 en 22 varones
con uretritis y 2 mujeres, una con cer-
vicitis y otra con enfermedad inflama-
toria pélvica (EIP). Se obtuvo informa-
ciéon en el momento de la consulta
sobre edad, sexo, habitos sexuales y
lugar de adquisicién de la infeccién.
La determinacién de la CIM a cipro-
floxacino, penicilina y tetraciclina se
realiz6 mediante Etest (Biodisk, Sol-
na, Suecia) en medio GC agar base su-
plementado (BioMeriéux, Francia). Se
utilizé N. gonorrhoeae ATCC 49226
como cepa control. Se identificaron las
mutaciones en los genes gyrA, gyrBy
parC de 8 NGRQ y 6 cepas sensibles
mediante reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) y secuenciacién de los
productos amplificados que incluian
las regiones QRDR. EI ADN genémico
de todas las cepas resistentes se exa-

miné por PFGE tras digestion con la
endonucleasa Spel. Las similitudes de
los patrones de bandas se estimaron
mediante el coeficiente de Dice y se
analizaron usando el programa Mo-
lecular Analyst Fingerprinting (Image
Analysis System, Bio-Rad).

En nuestro hospital, la primera
NGRQ (cepa 1) se aisl6 en 2004. ElL
aislado procedia de un paciente con
uretritis adquirida en Rumania, con
una CIM de 16 pg/ml. Durante el pe-
riodo 2004-2005 se aislaron 24 cepas
de gonococo, 8 de las cuales (33%) pre-
sentaban resistencia de alto nivel a ci-
profloxacino (CIM = 4 pg/ml). No se
aislé ninguna cepa con resistencia in-
termedia. La sensibilidad de estas ce-
pas a la penicilina y la tetraciclina se
muestran en la tabla 1. Todos los pa-
cientes eran heterosexuales, con eda-
des comprendidas entre los 22 y los
56 afios. Dos pacientes (cepas 2y 6)
habian sido tratados dias antes con ci-
profloxacino, sin responder al trata-
miento. El andlisis molecular mostré
diferentes patrones de mutaciones en
los genes gyrA y parC en las 8 cepas
resistentes a ciprofloxacino, si bien to-
das ellas contenian de forma constan-
te mutaciones en los codones Ser91 y
Asp95 en gyrA. En parC las mutacio-
nes afectaron a Asp86 o Ser87. Nin-
guna de las cepas estudiadas presen-
t6 mutaciones en gyrB. El andlisis de
los patrones obtenidos por PFGE mos-
tré seis patrones de bandas distintos
(tabla 1). Sin embargo, tres de estos
perfiles (P1, P2 y P3) presentaban una
homologia de un 85% entre si y po-
drian ser considerados variaciones
subclonales dentro de un mismo geno-
tipo. Estas cepas fueron aisladas de
pacientes que habian adquirido la in-
feccién en Vizcaya. Dos cepas mostra-
ron un patrén distinto a los anterio-
res (P4) y fueron adquiridas también
en nuestra provincia. Los patrones
P5 y P6 correspondieron a dos cepas
adquiridas en Rumania (caso 1) y Al-
meria (caso 2). No se ha encontrado
relacion entre los patrones de muta-

ciones y los patrones genéticos obteni-
dos por PFGE.

El alto porcentaje de resistencia a
quinolonas en nuestro ambito, al igual
que en el resto de Europa?, ha obliga-
do a modificar las recomendaciones
para el tratamiento empirico de la in-
feccion gonocécica®?. La aparicién de
NGRQ y su brusco aumento en nues-
tro hospital (del 64% en la actualidad)
nos hizo pensar en que se estuviera
expandiendo una variante resistente.
El andlisis molecular de estas cepas
ha mostrado mutaciones conjuntas en
gyrA y parC. Diferentes trabajos han
correlacionado el nivel de resistencia
de los gonococos a quinolonas y el ni-
mero y localizacion de las mutaciones
en la QRDR de los genes gyrA y parC.
Generalmente, las mutaciones en
gyrA son necesarias para el desarrollo
de resistencia a fluoroquinolonas, y la
presencia simultanea de una o méas
mutaciones en parC aumentan el ni-
vel de resistencia®’. El estudio gené-
tico de las cepas por PFGE, junto al
estudio epidemiolégico, indic6 una di-
versidad en los patrones encontrados.
Los perfiles P1, P2 y P3, que podrian
ser considerados variaciones subclo-
nales dentro de un mismo genotipo,
sin embargo presentan distintas mu-
taciones en el QRDR. La caracteriza-
ci6n molecular de estos aislamientos
muestra una considerable diversidad
entre las NGRQ aisladas. Estos resul-
tados parecen indicar que el rapido
aumento en la prevalencia de resis-
tencia a fluoroquinolonas en nuestra
area no se debe a la expansiéon endé-
mica de una o dos cepas, sino a la di-
seminacion multiclonal de variantes
resistentes de cepas locales e impor-
tadas. El escaso nimero de casos de
nuestro trabajo limita la extrapola-
cion de los resultados, pero la caracte-
rizaciéon molecular de NGRQ es una
importante herramienta para el estu-
dio de los posibles patrones de disemi-
nacion. La alta prevalencia de gono-
cocos con resistencia a antibi6ticos
constituye un creciente problema sa-

TABLA 1. Sensibilidad y caracterizacion molecular de las cepas de Neisseria gonorrhoeae resistentes a fluoroquinolonas

Patrén CIM (p.g/ml) gyrA parC parC silente
Cepa | ‘pRGE
CIP | PEN | TE Ser 91 (TCC) | Asp95 (GAC) | Asp86 (GAC) | Ser87 (AGT) | Tyr104 (TAT) | Leul31 (CTC)

1 b5 16 0,75 3 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
2 P6 16 0,5 2 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
3 P4 > 32 2 4 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
4 P1 4 0,25 1 Phe (TTC) Ala (GCC) Asn (AAT) Leu (CTG)
5 P1 16 0,38 3 Phe (TTC) Gly (GGC) Asn (AAC) Leu (CTG)
6 P2 8 2 15 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
7 P4 8 2 1 Phe (TTC) Gly (GGC) Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
8 P3 16 1 2 Phe (TTC) Gly (GGC) - Arg (CGT) Tyr (TAC) Leu (CTG)
9-14 — <0,004 0,06-0,5 0,5-1 — - - - - Leu (CTG)

CIM: concentracion inhibitoria minima; CIP: Ciprofloxacino; P1, P2, P3, P4, P5, P6: patrones obtenidos por PFGE tras digestién con Spel;
PEN: penicilina; PFGE: electroforesis en gel de campos pulsantes; TE: tetraciclina.
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nitario que ha provocado que las op-
ciones de tratamiento se hayan visto
limitadas en los dltimos afios. Se de-
ben recomendar, por lo tanto, otros
antibiéticos para el tratamiento de las
infecciones gonocécicas y continuar
con la vigilancia epidemiolégica y, en
especial, la resistencia a fluoroquino-
lonas.
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