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INTRODUCCIÓN 
 La gonorrea es una infección de transmisión sexual causada por N. gonorrhoeae y representa una prioridad de salud pública a nivel global. Estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que aproximadamente 78 millones de casos nuevos ocurren cada año a nivel mundial, de los cuales 11 millones corresponden al continente americano (1). Afecta principalmente epitelios mucosos cómo el de la uretra, endocérvix, recto, faringe y conjuntiva. La infección no complicada del tracto genital inferior se manifiesta como uretritis en hombres y cervicitis en mujeres. Si bien, las infecciones en hombres cursan en forma sintomática (≥90%), un bajo porcentaje de mujeres (<50%) presentan sintomatología. Las infecciones extragenitales como faríngea y rectal cursan en mayor medida en forma asintomática, resultando localizaciones de importancia para el mantenimiento de la infección. En ausencia de un tratamiento o diagnóstico apropiado, esta infección puede llevar a complicaciones en el tracto genital superior o la diseminación al torrente sanguíneo y la presentación de infección gonocócica diseminada (2). Las infecciones complicadas se manifiestan como prostatitis o epididimitis en hombres y salpingitis, enfermedad inflamatoria pélvica (EPI), embarazo ectópico en mujeres. Además, estudios mostraron a la gonorrea como factor de riesgo en facilitar la transmisión y adquisición del VIH (3).  

Actualmente, azitromicina es uno de los antibióticos de primera línea recomendado dentro del esquema de terapia antimicrobiana dual en muchos países. La utilización de este macrólido para el tratamiento de la gonorrea y las infecciones de otros agentes causales de ITS como por ejemplo Chlamydia trachomatis y Mycoplasma genitalium, llevo a la emergencia de cepas resistentes (1). Si bien, azitromicina tiene buena actividad sobre N. gonorrhoeae, la rápida selección de aislamientos resistentes y los posibles efectos adversos con dosis de 2 gr., limitan su utilización como monoterapia empírica. Aislamientos con bajo (CIM: 2 - 8 µg/ml) y elevado (CIM: ≥ 256 µg/ml) nivel de resistencia a azitromicina fueron reportados en distintos países a nivel global (4, 5). Datos recientes del Programa Global de Vigilancia de la Sensibilidad a los Antimicrobianos en N. gonorrhoeae de la OMS (World Health Organization - Global Gonococcal Antimicrobial Surveillance Program, WHO-GASP), muestran para el año 2016 a un total de 29 países en distintas áreas geográficas reportando niveles de resistencia a azitromicina ≥5% (Figura 1) (6). Este porcentaje de resistencia representa el valor recomendado por la OMS como límite para que un antibiótico pueda ser utilizado como terapia empírica de primera línea en el tratamiento de la gonorrea (6). La reciente emergencia de aislamientos con resistencia a ceftriaxona y azitromicina comprometen la utilización de estas drogas en la actual estrategia de terapia antimicrobiana dual de primera línea (7, 8). La emergencia de aislamientos de N. gonorrhoeae resistentes a estos antimicrobianos, sumado a la ausencia de alternativas terapéuticas para el tratamiento de la gonorrea, llevan a considerar a esta infección como un grave problema de salud pública. 
Estudios moleculares de los mecanismos que conllevan al fenotipo de resistencia a azitromicina en N. gonorrhoeae, mostraron la detección de distintos mecanismos asociados (9). Los aislamientos con bajo nivel de resistencia presentan: mutación en la posición C2611 (numeración referida a E. coli) de la peptidil-transferasa (V) del ARNr 23S, modificación enzimática por metilasas (genes ermB o ermF), sobrexpresión de bombas de eflujo como MtrCDE, MacA-MacB y bombas de eflujo codificada por genes mef (9). Por otra parte, los aislamientos con elevado nivel de resistencia mostraron como mecanismo de resistencia asociado, mutación en la posición A2059 (numeración referida a E. coli) de la peptidil-transferasa (V) del ARNr 23S (9). 
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Figura 1. Porcentajes de aislamientos de N. gonorrhoeae con resistencia a azitromicina reportados al WHO-GASP en 2016.  

  
 JUSTIFICACIÓN 
 El Programa Nacional de Vigilancia de la Sensibilidad a los Antimicrobianos en Neisseria gonorrhoeae (PROVSAG), dentro del marco de la Red Nacional de Infecciones de Transmisión Sexual, realiza esta vigilancia desde el año 1980 para monitorear la aparición y distribución de aislamientos resistentes en el país y contribuir a las pautas nacionales de tratamiento de la gonorrea.  Como Centro Nacional de Referencia en Enfermedades de Transmisión Sexual y Laboratorio de Referencia para la Gonorrea, es nuestro deber alertar a las autoridades sanitarias y a la comunidad científica del país, sobre la emergencia de resistencias que puedan afectar el normal manejo de la gonorrea. Por otra parte, el estudio molecular de los aislamientos involucrados nos permite la identificación de los clones circulantes y la eventual detección de brotes epidémicos.   OBJETIVOS 
 1- Alertar sobre el aumento y la reemergencia de aislamientos de N. gonorrhoeae con baja y alta resistencia a la azitromicina, respectivamente. 2- Realizar la caracterización molecular y detección de clones circulantes de los aislamientos resistentes. 3- Proveer herramientas diagnosticas para el tamizaje y detección de la resistencia a azitromicina.   
 MARCO TEÓRICO 

Actualmente en nuestro país, azitromicina 2 gr dosis única se recomienda como terapia alternativa para el tratamiento de la gonorrea (10). Además, este antimicrobiano es utilizado para el tratamiento de infecciones por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma genitalium, aun ante la sospecha y sin 
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confirmación de la infección en todos los casos. Los datos del PROVSAG mostraron un incremento de aislamientos con baja resistencia a la azitromicina desde 0,1% en 2015 a 4,3 % en 2018 (p<0.05), situación que llamo nuestra atención.  Cabe destacar, que dada la complejidad de las técnicas para la determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos en N. gonorrhoeae, la vigilancia se realiza posteriormente al cierre del año anterior.  El incremento observado, priorizó el estudio de los aislamientos que derivaban los laboratorios del PROVSAG y, que demostraron resistencia en el tamizaje con la técnica de difusión con discos y en la posterior confirmación por la determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM), durante el año 2019 (Figura 2).  
Figura 2. Aislamientos de N. gonorrhoeae con resistencia a azitromicina (CIM≥2 µg/ml). Argentina, 

periodo 2015 a 2019.  
 

  
METODOLOGÍA 

Los laboratorios del PROVSAG derivaron en el período 2015-2019 un total de 4046 aislamientos de N. gonorrhoeae para la vigilancia. Se realizó el diagnostico referencial mediante la identificación presuntiva y confirmatoria por Maldi Tof MS, y se conservaron los aislamientos a -80°C en caldo tripticasa soya/glicerol 20% hasta su procesamiento para estudios de sensibilidad. Las técnicas de difusión por discos y dilución en agar se realizaron de acuerdo con lo establecido por los documentos M07-A10 y M02-A11 del CLSI. La cepa de referencia ATCC 49226 y el panel OMS 2008 se utilizaron como control de calidad de las determinaciones.  El estudio molecular se realizó a través de la secuenciación de genoma completo de todos los aislamientos con la plataforma Miseq (Illumina) usando la química V2. Se realizó el análisis bioinformático donde se estudiaron los principales determinantes de resistencia a AZM (mtrR, ARNr 23S), y genotipificación con NG-MAST y MLST de la secuencia.         
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RESULTADOS 
Origen y características epidemiológicas de aislamientos resistentes a la azitromicina en Argentina 

En el periodo 2015 – 2018, la distribución geográfica de los aislamientos resistentes a la azitromicina evidenció su circulación en la Ciudad Autónoma de Buenos Aires (CABA) y en las provincias de Córdoba y Buenos Aires, con solo un aislamiento en el año 2018 fuera de estas localizaciones geográficas y proveniente de la provincia de Rio Negro. Para el año 2019, ya se habían diseminado a otras dos provincias (Figura 3).  En CABA se observó un incremento de 0,6% en 2015 a 4,1% en 2019 (p<0.05), y en la provincia de Buenos Aires un 2,5% en 2017 y 2,6% en 2019, sin diferencia significativa. En este año, se detectaron aislamientos con baja resistencia en las provincias de La Pampa (n=1; 11,1%), Neuquén (n=2; 2,4%), Río Negro (n=2; 5,4%), y principalmente en la provincia de Córdoba, donde el incremento fue de 10,8% (13/120) respecto del año 2016 donde había alcanzado un 2,8% (Figura 3). En Argentina, un aislamiento con alta resistencia a la azitromicina fue detectado y caracterizado en el año 2001 (11). Sin embargo, aislamientos con este fenotipo de resistencia fueron nuevamente observados en 2018 (n=1; provincia de Buenos Aires) y 2019 (CABA, n=2 y Córdoba, n=1). Los datos demográficos mostraron que el 93,8% de los aislamientos correspondieron a pacientes de sexo masculino y un 6,2% al sexo femenino. El rango etario fue 4 a 47 años, con una edad promedio de 24,5 años, y en un 76,5% de los pacientes la edad fue < 30 años. El origen de recuperación de los aislamientos fue 93,9% genital, 1,2% fauces y 4,9% fueron de origen desconocido.  
Figura 3. Distribución por provincia de aislamientos de N. gonorrhoeae con resistencia a la azitromicina, 
periodo 2015 a 2019. 

                       * Porcentaje de resistencia basado en la derivación de un total de nueve aislamientos en el año 2019. 

Caracterización molecular de aislamientos resistentes a la azitromicina 
El estudio molecular de los aislamientos a través de la secuenciación de genoma completo confirmo el fenotipo de resistencia. Los aislamientos con baja resistencia a azitromicina mostraron la mutación C2611T en el ARNr 23S (76,6%) y sobrexpresión de la bomba de eflujo MtrCDE (81,8%) (Figura 4). 
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Además, la mutación A2059G se observó en todos los aislamientos con alta resistencia a azitromicina.  El estudio de la dinámica clonal de la población a través del análisis de polimorfismos de nucleótido único (‘single nucleotide polymorphisms’, SNPs) basado en referencia, permitió la identificación de tres grupos clonales (G) (Figura 4). El grupo clonal 1 (G1) correspondió al genogrupo NG-MAST ST470 y represento el grupo mayoritario con el 45,8% del total de aislamientos. El grupo clonal 2 (G2) y 3 (G3) se correspondieron al genogrupo NG-MAST ST12302 y ST20102, y representaron el 16,9% y 12,0% de los aislamientos, respectivamente. Los grupos G1 y G3 estuvieron asociados a aislamientos con baja resistencia a la azitromicina. Sin embargo, los aislamientos en el grupo G2 mostraron un fenotipo de alta o baja resistencia. El grupo G1 mostro una persistencia temporal en el periodo de estudio y se correspondió con >30% de los aislamientos para cada uno de los años (2016 a 2019). Además, este grupo resulto el predominante en todas las provincias con presencia de aislamientos resistentes a la azitromicina (Figura 5). Los aislamientos del grupo G2 y G3 circularon en mayor medida en Buenos Aires y Córdoba, con aislamientos esporádicos en las provincias de Neuquén y Rio Negro, respectivamente.  Figura 4. Análisis filogenético de aislamientos con alta y baja resistencia a la azitromicina en Argentina. 
Período 2015 – 2019 (N=81) 
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Figura 5. Distribución de grupos clonales de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae con resistencia a la azitromicina en Argentina (2015-2019) 
 

  CONCLUSIONES 
Este estudio mostro el aumento de aislamientos con baja y alta resistencia a la azitromicina diseminados en seis regiones del país (Córdoba, Buenos Aires, CABA, La Pampa, Río Negro y Neuquén) hasta el año 2019. Además, evidenció la presencia de clones circulantes predominantes (G1 y G2) en estas regiones geográficas.  Estos hallazgos muestran a la provincia de Córdoba como la principal zona geográfica de circulación y expansión de estos aislamientos a nivel nacional. Además, los porcentajes de resistencia a la azitromicina observados en las provincias de Córdoba y Rio Negro (10,8% y 5,4%, respectivamente), llevan a considerar la utilización de azitromicina para el tratamiento de la gonorrea, debido a que supera el valor límite del 5% de resistencia propuesto por la OMS para tratamiento empírico.  Se resalta la importancia del fortalecimiento de la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en N. gonorrhoeae y la continuación de estudios de genotipificación y epidemiologia molecular para evaluar la evolución y/o emergencia de clones circulantes.   RECOMENDACIONES 

Presentación clínica y diagnóstico de laboratorio.  
La búsqueda de gonorrea es esencial para pacientes sintomáticos, contactos de pacientes infectados y pacientes con conocimiento de conductas de riesgo. Se sugiere el screening de localización faríngea y/o rectal en población de riesgo (hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH), bisexuales, 
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etc.) o personas con conductas de riesgo (sexo oro-genital, sexo oro-anal y utilización de saliva como lubricante en la relación sexual). En personas de sexo masculino el período de incubación es de 2 a 5 días y la presentación genital se caracteriza por una secreción uretral francamente purulenta. Además, se observa disuria habitualmente sin micción imperiosa o polaquiuria. En personas de sexo femenino la manifestación más frecuente es la cervicitis, la cual se presenta con secreción vaginal purulenta o mucopurulenta y dispareunia, y habitualmente disuria sin micción imperiosa o polaquiuria. Las localizaciones extragenitales como faringe y recto cursan frecuentemente en forma asintomática. Sin embargo, pueden presentarse como una faringitis típica en la infección faríngea, y con secreción anal, dolor y prurito en la infección rectal. El diagnóstico de gonorrea se establece por la detección de N. gonorrhoeae en el sitio de infección, mediante el cultivo o a través de la utilización de técnicas de amplificación de ácidos nucleicos (TAANs), ver Nota1. Se sugiere en todo paciente diagnosticado por TAANs, tomar una muestra para cultivo y estudio de sensibilidad a los antimicrobianos previo a la instauración del tratamiento empírico (Figura 6). En caso de que el tiempo de obtención del resultado diagnóstico limite la instauración del tratamiento antibiótico, se deberá obtener una muestra para cultivo y TAAN, previo al tratamiento.  
Sugerencia para la detección de aislamientos resistentes a azitromicina  

Las tiras de gradientes a azitromicina disponibles en el país son aptas para la determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) y la detección de aislamientos resistentes. La interpretación del resultado del método epsilométrico puede realizarse con el punto de corte para CIM indicado en el documento M100 29th del CLSI (sensible: ≤ 1 µg/ml). Sin embargo, este documento no dispone de puntos de corte en azitromicina para la prueba de difusión con discos. Estudios de correlación entre CIM y difusión con discos (azitromicina 15 µg) realizados en este Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) mostraron una asociación con alto grado de confianza de halos ≥27 mm y CIMs en la categoría de sensible. Mientras que, aislamientos con halos ≤26 mm se correspondieron con CIMs resistentes. Por lo tanto, se sugiere la incorporación del disco de azitromicina de 15 µg al método de difusión como tamizaje.              
                                           
1 Los TAANs disponibles en nuestro país presentan un alcance para muestras urogenitales, pero no para muestras rectales y faríngeas. Esta limitación se basa en la reacción cruzada de los TAANs con especies comensales de Neisseria spp., las cuales están localizadas como flora habitual en sitios anatómicos como la faringe. Se recomienda para muestras de faringe o recto la utilización de TAANs con sistemas de detección hacia dos blancos distintos de amplificación para confirmación de una muestra positiva. Además, cuando se utilicen plataformas con sistemas de detección hacia un blanco de amplificación, toda muestra positiva de faringe o recto se deberá confirmar con otra prueba molecular hacia un blanco distinto de amplificación o mediante cultivo. 

Antibiograma mínimo  
1. Penicilina 
2. Tetraciclina 
3. Ciprofloxacina 
4. Cefixima  
5. Ceftriaxona 
6 Azitromicina 15 µg* 

*Sensible: ≥ 27 mm; Resistente: ≤ 26 mm. 
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Derivación al LNR para confirmación molecular de los aislamientos.  
Hasta tanto se disponga de más información, todos los hallazgos de aislamientos con halo ≤ 26 mm o CIMs ≥ 2 µg/ml deben ser enviados al LNR para confirmación.   

Figura 6. Algoritmo de cultivo e identificación de aislamientos de N. gonorrhoeae. 
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MATERIAL COMPLEMENTARIO 
 Sensibilidad a la azitromicina de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae: primera fase de comparación de las pruebas de difusión por discos y dilución en agar http://sgc.anlis.gob.ar/handle/123456789/1638 
 Comparación de las características moleculares de aislamientos de Neisseria gonorrhoeae con alta y baja resistencia a la azitromicina en Argentina http://sgc.anlis.gob.ar/handle/123456789/1637 


